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Io sono tra quelli che pensano che la scienza abbia una grande bellezza. 
Uno scienziato nel suo laboratorio non è solo un tecnico: 
è anche un bambino posto di fronte a fenomeni naturali 
che lo impressionano come un racconto di fiabe.  
Marie Curie 
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2. Abstract 
La via di trasduzione del segnale di Hedgehog (Hh) gioca un ruolo cruciale nello 
sviluppo e nella tumorigenesi, nonchè nella proliferazione e mantenimento delle cellule 
staminali tumorali (CSCs). L‟attivazione di questa via del segnale avviene in seguito al 
legame del ligando Hh con il recettore inibitorio Patched1 (Ptch1). Tale interazione 
rimuove l‟effetto inibitorio che Ptch1 esercita su un altro recettore, Smoothened (Smo), 
che rappresenta il regolatore positivo chiave nella trasduzione del segnale. Questo evento 
consente il rilascio dei fattori trascrizionali zinc-finger della famiglia Gli (Gli1, Gli2 e 
Gli3), permettendone la traslocazione nucleare e la conseguente attività trascrizionale. 
 Un'aberrante attivazione del signaling è responsabile dell'insorgenza di diversi tipi di 
tumore tra i quali il medulloblastoma, il rabdomiosarcoma, il carcinoma a cellule basali e 
molti altri. La carcinogenesi Hh dipendente è legata ad alterazioni genetiche e/o 
molecolari a carico dei componenti più importanti della via, quali ad esempio mutazioni 
attivanti del recettore Smo, inattivanti il recettore Ptch1 o il regolatore SuFu, traslocazioni 
di Gli1 o amplificazioni di Gli1 o Gli2, iperattivazione di Gli1 attraverso meccanismi non 
canonici.  
Dato il ruolo fondamentale nella tumorigenesi e nel mantenimento delle nicchie di cellule 
staminali tumorali, la via del segnale di Hh rappresenta oggi un attraente bersaglio 
terapeutico nel cancro. Negli ultimi anni la maggior parte delle ricerche sono state 
focalizzate sullo sviluppo di farmaci in grado di bloccare l‟effetto attivatorio di Smo. Tra 
questi, il vismodegib (GDC-0449/Eridevige
®
) è stato il primo inibitore di Hh approvato 
dalla FDA nel 2012 per il trattamento del carcinoma a cellule basali. Tuttavia, diversi 
studi hanno portato alla luce alcuni limiti degli inibitori sin qui individuati, legati in 
particolare alla scarsa selettività, allo sviluppo di farmaco resistenza e all‟attivazione 
dell‟effettore finale della pathway, Gli1, mediata da altre vie oncogeniche. Queste 
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evidenze sollevano la necessità di identificare nuovi e più efficaci inibitori di Hh in grado 
di vincere la farmaco resistenza e contrastare la crescita del tumore. 
Al fine di raggiungere questo obiettivo, abbiamo condotto uno studio innovativo di tipo 
computazionale finalizzato all‟individuazione, caratterizzazione e ottimizzazione di 
nuove molecole in grado di bloccare il potenziale oncogenico di Hh. Attraverso uno 
screening in silico di una libreria di piccole molecole di origine naturale, sintetica o semi-
sintetica e sfruttando la struttura cristallografica dei componenti chiave di nostro 
interesse, il recettore Smo e il fattore di trascrizione Gli1, abbiamo identificato nuovi 
efficaci inibitori della via di Hh. In particolare, abbiamo individuato la prima molecola in 
grado di impedire l‟attività trascrizionale di Gli1, grazie alla sua capacità di legare 
direttamente questo fattore di trascrizione ed inibirne il legame con il DNA. L‟efficacia di 
tali molecole nel bloccare la proliferazione cellulare e quindi la crescita del tumore, è 
stata comprovata da test effettuati, in vitro ed in vivo, su modelli tumorali caratterizzati da 
un‟aberrante attivazione del signaling di Hh. I nostri risultati svelano il potenziale di 
queste molecole come nuovi e promettenti approcci terapeutici per la cura dei tumori 
associati alla via di Hh. 
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3. Introduzione 
3.1 La via di trasduzione del segnale di Hedgehog  
La via di trasduzione del segnale di Hedgehog (Hh) è una pathway altamente 
conservata durante l‟evoluzione. Identificato per la prima volta in Drosophila, Hh è un 
potente morfogeno coinvolto nella regolazione dei processi di sviluppo, embriogenesi e 
nel patterning tissutale (Hui and Angers, 2011) . 
Sebbene altamente conservata, la via di trasduzione di Hh nei vertebrati è più 
complessa che in Drosphila, infatti la famiglia dei ligandi Hh è composta da tre membri: 
Desert (Dhh), Indian (Ihh) e Sonic hedgehog (Shh), ciascuno dei quali è coinvolto in 
diversi aspetti dello sviluppo tissutale. Ihh partecipa al differenziamento dell‟endoderma e 
del tessuto osseo, Dhh nella spermatogenesi e Shh in molti aspetti dello sviluppo neurale 
(Wechsler-Reya e al., 2001; Ruiz i Altaba et al., 2002). 
Come in Drosophila, in assenza del ligando Hh, il recettore inibitorio Ptch1 
mantiene in uno stato inattivo il co-recettore Smo [Fig 1A]. L‟attivazione della via del 
segnale di Hh avviene in seguito all‟interazione tra il ligando e il recettore Ptch1. Questo 
legame interrompe l‟azione inibitoria dello stesso Ptch sul co-recettore Smo, che migra a 
livello del non motile primary cilium, un organello di membrana presente nei vertebrati e 
indispensabile per la trasduzione del segnale. Il complesso citoplasmatico formato dalla 
serin-treonin chinasi Fused (Fu), Costal-2 (Cos2) e Suppressor of Fused (SuFu) lega Smo 
nella porzione C-terminale della coda intracitoplasmatica consentendo il rilascio dei 
fattori di trascrizione zinc-finger della famiglia Gli (glioma-associated oncogene Gli1, 
Gli2 e Gli3) (Humke et al., 2010) [Fig 1B]. Tra i tre, Gli1, l‟effettore finale della 
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pathway, funziona sempre da attivatore. Gli2 ha un ruolo prettamente attivatorio, ma può 
agire anche da repressore, mentre Gli3 è per lo più repressorio (Traiffort et al., 2010). 
In seguito all‟attivazione del signaling, Gli viene trasformato nella forma attivatoria con 
meccanismi non ancora chiari, migra nel nucleo e promuove la trascrizione di una serie di 
geni coinvolti in diverse funzioni: proliferazione e differenziamento cellulare (ciclina D1 
e D2, N-Myc, WNT, PdgfRa, Igf2, FoxM1, FoxA2, Myf5), sopravvivenza (Bcl2), self-
renewal e determinazione del destino cellulare (Bmi1, Nanog), angiogenesi (Vegf), 
transizione epitelio-mesenchima e invasività (Snail1, Elk1, osteopontina). Tra i geni 
trascritti annoveriamo anche i regolatori positivi (lo stesso Gli1) e negativi (Ptch, Hip, 
BMP) della pathway (Gulino et al., 2012; Pandolfi and Stecca, 2015). 
 
Fig 1: Modello del signaling di Hedgehog nei vertebrati (A e B). 
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3.2 Ruolo di Hedgehog nello sviluppo 
La via di segnalazione di Hh è essenziale per numerosi eventi durante lo sviluppo 
di molti organi. Uno dei ruoli principali del signaling di Hh consiste nel mantenimento e 
self-renewal di cellule staminali/progenitrici neurali della zona subgranulare 
dell‟ippocampo e della zona subventricolare del ventricolo laterale del proencefalo (Ruiz 
i Altaba et al., 2007; Gulino et al., 2007). 
Tale signaling controlla infatti, in maniera dose-dipendente, la proliferazione dei 
precursori neurali e contribuisce al mantenimento delle cellule staminali neurali nella 
zona subventricolare (SVZ) localizzata nella parte dorsale dell‟encefalo. E‟ stato 
dimostrato che la via di Hh regola nello specifico il numero di cellule staminali neurali 
all‟interno delle neurosfere nel corso della vita embrionale, post-natale e adulta. Diversi 
dati di letteratura riportano infatti come le nicchie di cellule staminali nella vita perinatale 
e adulta esprimano il fattore di trascrizione Gli1 (Stecca and Ruiz i Altaba, 2005). 
L‟esistenza di modelli sperimentali in cui è stata operata l‟ablazione genetica di Shh o di 
Smo nei precursori neurali, hanno mostrato una drastica riduzione del numero di cellule 
che formano neurosfere accompagnata da una massiccia morte cellulare (Machold et al., 
2003). L'inibizione farmacologica di Hh con Ciclopamina compromette la capacità di tali 
cellule di formare neurosfere, confermando che la via di trasduzioine di Hh è 
assolutamente necessaria per la normale proliferazione e auto-rinnovamento delle cellule 
staminali (Palma et al., 2005).  
Nel cervelletto Hh regola la proliferazione e il differenziamento delle cellule 
progenitrici dei granuli (GCPs), la componente cellulare maggiormente rappresentata in 
tale organo durante lo sviluppo. Shh viene prodotto e secreto dalle cellule del Purkinje ed 
agisce in questo contesto da fattore mitogeno promuovendo l‟espansione delle cellule 
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GCPs. I meccanismi che prevengono l‟attivazione della pathway di Hh o che ne 
determinano lo spegnimento, rappresentano un‟area di studio di ampio interesse. Infatti, è 
proprio su questi meccanismi che agiscono i segnali che, dopo l‟iniziale fase proliferativa, 
permettono alle GCPs di sottrarsi al potente effetto mitogeno di Shh e quindi di uscire dal 
ciclo cellulare e differenziare (Ho and Scott, 2002).  
La pathway di Hh è fondamentale nell‟embrione per il corretto sviluppo del 
sistema nervoso e alterazioni a carico dei componenti chiave del signaling possono 
predisporre allo sviluppo di patologie genetiche tra cui annoveriamo l‟oloprosencefalia, 
cioè la separazione incompleta del prosencefalo accompagnato da malformazioni facciali 
di entità variabile; la sindrome di VACTERL, dove VACTERL è l‟acronimo di 
associazione non randomica di difetti vertebrali, atresia anale, malformazioni cardiache, 
fistola tracheo-esogafea con atresia esofagea, anomalie renali e degli arti; la sindrome di 
Gorlin, un disordine autosomico dominante che predispone allo sviluppo di diversi 
tumori.  
Le mutazioni che più frequentemente si riscontrano sono a carico di alcuni dei 
componenti principali della pathway: Ptch1, Smo, SuFu, Gli e REN
KCTD11
. 
La delezione del gene codificante Ptch1 è responsabile di gravi alterazioni 
dell‟embriogenesi. E‟ stato dimostrato, in modelli murini, che se espressa in omozigosi, la 
delezione provoca la morte intorno al decimo giorno di vita embrionale. Se espressa in 
eterozigosi è compatibile con la vita, ma provoca sviluppo di medulloblastoma intorno al 
quarto-sesto mese di vita post-natale con un‟incidenza del 15-20% (Goodrich, Milenkovic 
et al., 1997).  
Le mutazioni a carico del co-recettore Smo sono meno frequenti e rendono il co-recettore 
insensibile all‟inibizione mediata dal recettore Ptch1. Si ha quindi attivazione costitutiva 
della pathway ligando indipendente. 
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La perdita di REN
KCTD11
, per delezione del braccio corto del cromosoma 17, causa 
un‟iperattivazione della pathway. RENKCTD11 è una E3-ubiquitina ligasi, scoperta nel 
nostro laboratorio, in grado di inibire il signaling di Hh, promuovendo la degradazione di 
HDAC1, un potente attivatore della pathway.  
La proteina citoplasmatica SuFu (Suppressor of Fused) è un potente inibitore di Gli1. 
SuFu si lega alla proteina Gli1, la sequestra nel citoplasma e ne impedisce la 
traslocazione all‟interno del nucleo, inibendone, di conseguenza, l‟attività di induttore 
trascrizionale. Mutazioni a carico di SuFu danno origine ad una proteina non funzionale 
portando così alla perdita di uno dei meccanismi più importanti che limitano il signaling 
di Hh.  
Mutazioni attivanti a carico dei fattori di trascrizione Gli sono possibili benchè non molto 
diffuse. L‟overespressione o l‟iperattivazione di uno o più membri della famiglia dei 
fattori Gli porta ad una forte attivazione della pathway. 
 
3.3 Ruolo di Hedgehog nella tumorigenesi 
La via di Hh controlla la trascrizione di una serie di geni coinvolti in molteplici 
processi biologici: proliferazione cellulare, migrazione cellulare, metabolismo e 
staminalità. In particolare, la pathway di Hh è uno dei regolatori chiave 
dell‟autorinnovamento e del mantenimento delle cellule staminali tumorali (CSCs) (Ruiz i 
Altaba and Stecca, 2007).  
Come ulteriore prova dell‟importanza del ruolo che la via di trasduzione di Hh 
svolge a livello fisiologico e patologico, è noto che aberrazioni a carico dei regolatori 
della pathway possono predisporre anche allo sviluppo o mantenimento di numerosi 
tumori (rabdomiosarcoma, melanoma, carcinoma a cellule basali, cancro del seno, ovaie, 
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prostata, fegato, colon e stomaco) (Amakye et al., 2013;  Infante et al., 2015; Mas and 
Ruiz i Altaba, 2010), alcuni dei quali a carico del sistema nervoso centrale come il 
medulloblastoma e il glioblastoma (Gulino et al., 2012).  
Attualmente si distinguono quattro meccanismi principali che portano ad 
un‟alterata attivazione del signaling di Hedgehog: insorgenza di mutazioni genetiche, 
attivazione per via autocrina, per via paracrina o per via paracrina inversa [Fig 2]. Nel 
primo caso, l‟instaurarsi di mutazioni genetiche a carico di alcuni componenti 
fondamentali della via (Ptch1, SuFu, Smo) determina l‟iperattivazione di Hh in maniera 
ligando-indipendente [Fig 2A]. In alternativa, l‟induzione di tipo ligando-dipendente della 
pathway può essere mediata dalla secrezione del ligando da parte del tumore stesso, che 
può così stimolare le cellule tumorali adiacenti (via autocrina) [Fig 2B], oppure lo stroma 
circostante, il quale è in grado di attivare a sua volta le cellule tumorali adiacenti (via 
paracrina) [Fig 2C]. La via paracrina inversa prevede invece la secrezione del ligando da 
parte dello stroma, con conseguente induzione della via di Hh nelle cellule tumorali 
contigue [Fig 2D] (Di Magno et al., 2015; Amakye et al., 2013).  
 
 
Fig 2: Meccanismi di attivazione aberrante della via di Hh: insorgenza di mutazioni genetiche (A), 
attivazione autocrina (B), paracrina (C) e paracrina inversa (D). 
 
Studi recenti testimoniano inoltre l‟esistenza di meccanismi non canonici capaci di 
determinare l‟induzione della via di Hh. Tra questi annoveriamo: l‟attivazione della 
chinasi Src (Yam et al., 2009), oscillazioni sincrone dei picchi di calcio e di inositolo 
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trifosfato a livello del non motile primary cilium (Belgacem et al., 2011; Ruat et al., 
2014), stimolazione delle GTPasi Rac1 e RhoA mediata dall‟interazione tra Smo e le 
proteine eterotrimeriche Gi (Polizio et al., 2011), o modificazioni nell‟assorbimento del 
glucosio in seguito all‟attivazione Ca2+/AMP-mediata della chinasi AMPK (Teperino et 
al., 2012). 
 Per tutti i motivi fin qui descritti, la via di trasduzione del segnale di Hh si pone tra 
gli obiettivi molecolari più interessanti nell‟ambito dell‟individuazione e ottimizzazione 
di nuove molecole in grado di inibire le capacità proliferative e oncogeniche intrinseche 
della pathway stessa. Diverse aziende farmaceutiche hanno investito su progetti 
finalizzati alla sintesi di nuovi farmaci anti-Hh, alcuni dei quali sono attualmente in fase I 
o II di sperimentazione [tabella 1] (Pandolfi and Stecca, 2015). 
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Tabella 1: Elenco degli inibitori di Smo attualmente in fase di sperimentazione. 
 
Recentemente molti sforzi sono stati profusi nella ricerca di nuovi inibitori di 
Smo, uno dei componenti principali del signaling, inserito tra i bersagli più facilmente 
raggiungibili. Tuttavia diversi dubbi circa il meccanismo di azione e la specificità di tali 
molecole richiedono ulteriori chiarimenti ed approfonditi studi. Inoltre alcuni tumori sono 
insensibili al trattamento con antagonisti di Smo, a causa di una attivazione non-canonica 
di Gli1 (Sanchez et al., 2004; Clement et al., 2007; Mas and Ruiz i Altaba, 2010), il quale 
sta diventando sempre più una attraente e valida alternativa agli inibitori di Smo. 
 
3.4 Inibitori di Smoothened 
 Il primo inibitore di Hh ad essere scoperto fu la ciclopamina, un alcaloide di 
origine naturale estratto dalla pianta Veratrum californicum (Chen et al., 2002), in grado 
di inattivare Smo mediante legame diretto a livello del “heptahelical bundle”, un sito di 
legame posto tra le sette eliche transmembrana del recettore stesso (Infante et al., 2015). 
Sebbene i risultati ottenuti dal trattamento con ciclopamina fossero incoraggianti, tale 
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farmaco ha mostrato fin dall‟inizio alcune importanti limitazioni, legate alla 
teratogenicità, alla tossicità e alla scarsa biodisponibilità (Lipinsky et al., 2008); per 
questi motivi tale farmaco non è attualmente utilizzato per la terapia dei tumori Hh-
dipendenti. Tuttavia recentemente molti sforzi sono stati profusi alla ricerca di altri 
inibitori derivati dalla ciclopamina, e di nuove molecole di origine naturale, sintetica o 
semi-sintetica in grado di agire “a monte” della via di Hh, inibendo cioè il recettore Smo. 
 Il Vismodegib (GDC-0449/Erivedge
®
) è stato il primo farmaco anti-Hh approvato 
nel gennaio 2012 dalla Food and Drug Administration (FDA), per il trattamento del 
carcinoma a cellule basali (BCC) avanzato e metastatico (Rudin et al., 2009; Dlugosz et 
al., 2012). Il vismodegib è attualmente in fase di sperimentazione in diversi trial clinici 
mirati alla cura di vari tumori tra cui il medulloblastoma, cancro del pancreas, dello 
stomaco, del colon e dell‟ovaio (De Smaele et al., 2010).  
Tuttavia, diversi dati di letteratura riportano che, dopo un iniziale risposta al trattamento 
con vismodegib e conseguente riduzione della massa tumorale, alcuni pazienti hanno 
presentato eventi di recidiva legati all‟insorgenza di mutazioni puntiformi che rendono 
Smo insensibile all‟azione del farmaco. Il primo caso di resistenza farmacologica 
riportato in letteratura riguarda un paziente affetto da medulloblastoma metastatico, che 
ha presentato una recidiva di malattia dopo tre mesi di trattamento con vismodegib in 
seguito all‟instaursi della mutazione D473H a carico del recettore Smo. L‟omologo 
murino di tale mutazione (D477G) è stato riscontrato anche in un gruppo di topi con 
medulloblastoma, sottoposti al trattamento con vismodegib e risultati resistenti alla 
terapia (Yauch et al., 2009).  
Uno studio sull‟analisi genetica di biopsie di un gruppo di pazienti affetti da BCC, 
ha rivelato la presenza di molte altre mutazioni puntiformi insorte in seguito a trattamento 
con vismodegib; alcune di queste sono in grado di rendere Smo costitutivamente attivo 
 
18 
 
mediante un meccanismo di attivazione ligando-indipendente (W535L; F460L; L412F; 
V321M), altre invece inducono un cambiamento conformazionale del recettore tale da 
rendere impossibile il legame con il farmaco (D473H; W281C; V404M; V386A; Q477E) 
[Fig 3] (Atwood et al., 2015a; Atwood et al., 2015b; Sharpe et al., 2015).  
 
 
Fig. 3: Struttura del recettore Smo. In evidenza le mutazioni puntiformi più frequentemente riscontrate nei 
test genetici su pazienti con BCC e coinvolte nei fenomeni di iperattivazione della via di Hh o di resistenza 
alla terapia farmacologica. 
 
Tali evidenze hanno condotto allo sviluppo di nuovi farmaci, tra i quali alcuni derivati 
della ciclopamina, in grado di contrastare la resistenza farmacologica [tabella 2]. Il 
Saridegib (IPI-926), ad esempio, rappresenta l‟unico caso di farmaco semi-sintetico 
derivato dalla ciclopamina. Il Sonidegib (LDE225) è invece un derivato sintetico della 
ciclopamina (Mas and Ruiz i Altaba, 2010).  
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Tabella 2: Elenco dei nuovi farmaci, naturali o sintetici, inibitori della via di Hh. 
 
Tuttavia, nonostante l‟impegno di importanti aziende farmaceutiche e università, 
molti di questi farmaci hanno mostrato eventi di resistenza dovuti non solo all‟insorgenza 
delle mutazioni puntiformi sopra elencate, ma anche a meccanismi di attivazione non 
canonici quali l‟amplificazione dei geni Gli1 e Gli2, alterazioni inattivanti a carico di 
SuFu, o attivanti a carico di N-Myc e Ccnd1, l‟induzione di Gli1 mediante la via del 
fosfoinositolo 3-fosfato (PI3K), e l‟aumento dell‟espressione dei trasportatori ABCs, tra i 
quali la glicoproteina G, resposabili di velocizzare il metabolismo del farmaco 
diminuendone gli effetti anti-tumorali (Lee et al., 2007; Infante et al., 2015; Di Magno et 
al., 2015; Ruat et al., 2014).  
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3.5 Inibitori di Gli1 
I fattori di trascrizione della famiglia Gli (Gli1, Gli2, Gli3) sono gli effettori finali 
della via di trasduzione di Hh che condividono alcune caratteristiche strutturali: 
presentano cinque domini zinc finger altamente conservati, il dominio N-terminale, 
diversi siti di legame per la protein chinasi A (PKA) e altre regioni conservate al C-
terminale. Tuttavia, in vivo, i fattori Gli sono implicati in diverse funzioni: Gli1 agisce 
solo come fattore trascrizionale attivante, mentre Gli2 e Gli3 possono agire da attivatori o 
da repressori trascrizionali in base al contesto cellulare e allo stato di attivazione del 
signaling. Quando la pathway risulta inattiva, alcune chinasi (PKA, GSK3β e CK1) 
fosforilano i fattori Gli, determinando l‟ubiquitinazione e la conseguente degradazione 
proteosoma dipendente di Gli1, o il taglio proteolitico di Gli2 e Gli3 nelle rispettive 
forme repressorie Gli2R e Gli3R (Infante et al., 2015). Tali eventi sono possibili grazie al 
coinvolgimento del complesso E3 ubiquitina-ligasi formato da Cullin1 e β-TrCP 
(Varjosalo and Taipale, 2008; Huntzicker et al., 2006). Al contrario, l‟accensione della 
via inibisce tale processo, così che i fattori Gli2 e Gli3 esistano nella loro forma 
attivatoria (Gli2A e Gli3A) (Teperino et al., 2012). Oltre a β-TrCP, dati di letteratura 
riportano la presenza di altre E3 ubiquitina ligasi, appartenenti alla famiglia RING 
(Cullin3/HIB-SPOP) o HECT (Itch), in grado di mediare la proteolisi di Gli1 attraverso 
meccanismi indipendenti dalla fosforilazione (Di Marcotullio et al., 2006a; Di 
Marcotullio et al., 2011a).  
 Nonostante i dati fin qui riportati, molti aspetti dei meccanismi che regolano 
l‟attività di Gli1 sono ancora sconosciuti. Tuttavia, il ruolo fondamentale di Gli sia 
nell‟embriogenesi che nell‟adulto, è messo in evidenza dalla capacità di tale fattore di 
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mediare la trascrizione di geni chiave coinvolti nello sviluppo, nella proliferazione e nel 
differenziamento (Po et al., 2010; Stecca and Ruiz i Altaba, 2005).  
Alla luce di quanto detto, è chiaro che eventuali deregolazioni a carico del gene di 
Gli1 possano determinare problemi nello sviluppo o condizioni patologiche gravi, tra cui 
l‟oncogenesi. Gli1 è stato il primo gene della via di Hh trovato amplificato in vari tumori: 
glioblastoma, cancro della prostata e in alcuni tumori cerebrali tra cui il medulloblastoma 
(Kinzler et al., 1987; Clement et al., 2007). Inoltre, attualmente i livelli trascrizionali di 
Gli1 vengono utilizzati per discriminare il carcinoma a cellule basali (BCC) da altri 
tumori della pelle (Hatta et al., 2005). Ciò è dovuto al fatto che, sebbene l‟aberrante 
regolazione della via di Hh può essere dovuta a mutazioni genetiche a carico dei 
componenti chiave del signaling o a meccanismi Smo-dipendenti e -indipendenti, come 
precedentemente descritto, tutte le alterazioni determinano l‟attivazione dell‟effettore 
finale Gli1. Per questo motivo i fattori Gli stanno diventando attraenti bersagli molecolari 
per lo sviluppo di nuovi farmaci antitumorali. Tuttavia, ad oggi sono noti pochissimi 
antagonisti di Gli1, soprattutto a causa della mancanza di nozioni strutturali circa i 
meccanismi di azione di tale fattore di trascrizione. Tra le molecole individuate, possiamo 
distinguere inibitori diretti di Gli1 (GANT61, ATO, HPI) (Lauth et al., 2007; Kim et al., 
2010; Hyman et al., 2009) e inibitori indiretti (CMAPs, JQ1, BET151, HDAC1, 
Pyrvinium, Eggmanone, Imiquimod) mostrati in figura 4 e riassunti nella tabella 3 
(Bassilana et al., 2014; Long et al., 2014; Mottamal et al., 2015; Li et al., 2014; Williams 
et al., 2015; Wolff et al., 2013; Infante et al., 2015). 
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Fig.4: Struttura chimica degli inibitori di Gli1 diretti (A) e indiretti (B). 
 
Tabella 3: Elenco degli antagonisti di Gli1 diretti ed indiretti. 
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4. Risultati progetto I 
4.1 Virtual screening ed identificazione di nuovi potenziali inibitori 
di Smo 
Le terapie antitumorali convenzionali prevedono un approccio combinato di 
resezione chirurgica, radioterapia e trattamenti con farmaci in grado di bloccare la crescita 
tumorale senza però eradicare le cellule staminali tumorali (CSCs), le quali possono 
quindi provocare casi di recidiva. Per questi motivi, negli ultimi anni, la ricerca di nuovi 
farmaci antitumorali si è fortemente concentrata sullo sviluppo di molecole in grado di 
agire sulla progressione del ciclo cellulare e sulle vie di trasduzione del segnale. In 
particolare, l‟obiettivo è di colpire le pathway coinvolte nel mantenimento delle CSCs, 
con lo scopo di identificare terapie efficaci ed innovative in grado di debellare il tumore e 
diminuire al minimo il rischio di recidive.  
La via di trasduzione di Hedgehog (Hh) gioca un ruolo chiave nello sviluppo e 
nella staminalità, ed è spesso deregolata in diversi tumori. Recentemente, molti sforzi 
sono stati profusi per la ricerca di compound capaci di legare ed inibire il recettore 
attivatorio Smo (Ruat et al., 2014). Tra questi annoveriamo il vismodegib (GDC-
0449/Erivedge
®
), farmaco ampliamente testato e approvato dalla FDA per la terapia del 
BCC (Rudin et al., 2009; Dlugosz et al., 2012). Tuttavia alcuni studi hanno portato alla 
luce diversi meccanismi di resistenza farmacologica in seguito a trattamento con 
vismodegib (Atwood et al., 2015b; Sharpe et al., 2015), sottolineando l‟importanza di 
individuare nuove molecole capaci di antagonizzare l‟effetto tumorigenico di Smo. 
A tal fine, in collaborazione con il gruppo di chimici del Professor Bruno Botta 
(Dipartimento di Chimica e Tecnologia del Farmaco, Sapienza Università di Roma), 
abbiamo sottoposto un‟ampia libreria di molecule naturali, sintetiche e semi-sintetiche 
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(n=1200) ad uno screening virtuale in silico. In particolare, abbiamo utilizzando un 
approcio “ligand-based” sfruttando la struttura cristallografica di Smo in complesso con 
la ciclopamina [Fig. 5] per condurre degli esperimenti di docking molecolare (Weierstall 
et al., 2014). Questa strategia ha permesso di restringere notevolemente il numero di 
molecole da testare come potenziali inibitori del signaling di Hh. 
 
Fig. 5: Struttura cristallografica del recettore Smo (verde) in complesso con l„inibitore ciclopamina 
(magenta). 
 
4.2 I compound 11 e 12 inibiscono la via di Hh mediante legame 
diretto al recettore Smo 
Attraverso gli studi di screening virtuale e docking molecolare di cui sopra, siamo 
riusciti ad identificare diciassette poteziali antagonisti di Smo [Fig 6]. 
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Fig. 6: Struttura chimica delle diciassette molecole individuate tramite approccio chimico per 
l‟identificazione di nuovi potenziali inibitori di Smo. 
 
La capacità di tali compound di inibire la via di Hh è stata testata attraverso il saggio 
funzionale luciferasico sulla linea cellulare NIH3T3 Shh-Light II, nelle quali è 
stabilmente incorporata la sequenza di legame di Gli1 al DNA  posta a monte di un 
reporter luciferasico (GliBS-Luc) (Taipale et al., 2000). In particolare abbiamo co-trattato 
le cellule con il noto agonista di Smo, SAG (Chen et al., 2002), e la molecola in esame a 
varie concentrazioni. Alla concentrazione massima testata di 30 μM, le molecole 1-5 si 
sono dimostrate inattive, mentre le molecole 6-10 e 11-12 hanno mostrato una media o 
alta capacità nel promuovere l‟inibizione della via, con un valore di IC50 compreso tra 4 e 
38 μM [Fig 7]. I compound 13-17 sono invece citotossici, come dimostrato dal forte 
abbattimento dei valori del normalizzatore Renilla utilizzato nel suddetto saggio 
funzionale. 
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Fig 7: Saggio luciferasico in NIH3T3 Shh-Light II cotrattate per 48h con SAG e con i compound in esame 
(30 µM) i quali si sono dimostrati non attivi (A), mediamente attivi (B) o molto attivi (C). I risultati sono 
stati normalizzati vs i valori di Renilla e rappresentano la media di 3 esperimenti indipendenti. *P<0.05; 
**P<0.01 vs SAG. 
 
La curva dose-risposta mostrata in figura 8 ed effettuata sulla linea NIH3T3 Shh-Light II, 
mette in risalto il compound 12 evidenziandone il forte potere inibitorio (IC50= 4.4 μM)  
rispetto al compound 11, che risulta invece meno efficace (IC50= 9.79 μM). 
 
Fig. 8: Curva dose-risposta in NIH3T3 Shh-Light II trattate per 48h con SAG da solo (CTR) o in 
combinazione con i compound 12 (A) o compound 11 (B). I risultati sono stati normalizzati vs i valori di 
Renilla e rappresentano la media di 3 esperimenti indipendenti. *P<0.05; **P<0.01 vs CTR. 
 
Inoltre il compound 12 mostra un‟eleveta specificità per la via di trasduzione di Hh, non 
agendo su altre vie di segnalazione dipenenti (Jun/AP1) [Fig 9A] o indipendenti (Wnt/β-
catenina) [Fig 9B] da Hh. 
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Fig 9: L‟effetto del compound 12 sulle vie di trasduzione di AP1/Jun e WNT/β-Catenina è stato valutato 
tramite saggi luciferasici in MEFs WT trasfettate rispettivamente con il reporter luciferasico MMP1 e c-Jun 
(A), o il reporter luciferasico Top Flash e β-Catenin (B), e trattate per 24 h con concentrazioni crescenti di 
compound 12 o DMSO come controllo (CTR). I risultati sono stati normalizzati vs i valori di Renilla e 
rappresentano la media di 3 esperimenti indipendenti. I risultati rappresentano la media di 3 esperimenti 
indipendenti. *P<0.05 vs CTR.  
 
Per validare i risultati ottenuti dagli esperimenti di modeling molecolare e 
dimostrare che i compound 11 e 12 sono in grado di legare il recettore Smo, abbiamo 
condotto un saggio di competizione basato sull‟utilizzo della Bodipy-cyclopamine (BC), 
un derivato fluorescente della ciclopamina, capace di legare Smo a livello del sito di 
legame posto tra le sette eliche transmembrana del recettore stesso (heptahelical boundle) 
(Weierstall et al., 2014). In particolare, abbiamo voluto verificare la capacità dei 
compound 11 e 12 di legare sia la proteina WT di Smo, sia il mutante D477G, l‟ortologo 
murino della prima mutazione puntiforme descritta che determina farmaco-resistenza in 
seguito a trattamento con Vismodegib (Yauch et al., 2009; Dijkgraaf et al., 2011). A tal 
fine, abbiamo trasfettato la linea cellulare HEK293T con il plasmide d‟espressione di 
Smo-WT oppure Smo-D477G e poi incubato con BC da sola o in presenza di varie 
concentrazioni dei compound 11 e 12. Come mostrato in figura 10A e 10B, entrambi i 
compound hanno un effetto inibitorio su Smo-WT o Smo-D477H comparabile, con una 
curva dose-risposta, affinità di legame e valori di IC50 simili tra loro (compound 11 su 
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Smo-WT IC50= 6.17 μM, su Smo-D477G IC50= 6.6 μM; compound 12 su Smo-WT IC50= 
45.62 μM, su Smo-D477G IC50= 56.71 μM).  
 
 
Fig 10: Saggio di competizione per il legame al recettore Smo con Bodipy-cyclopamine (BC). Le cellule 
HEK293T sono state trasfettate con i plasmidi d‟espressione per Smo WT o con il mutante di resistenza 
D477G e trattate con BC da sola o in presenza di concentrazioni crescenti dei compound 12 (A) o 11 (B). 
Nel pannello di sinistra sono mostrate delle immagini rappresentative della competizione (BC in verde), con 
relativa curva della percentuale di incorporazione di BC dei rispettivi compound nel pannello di destra.  
 
Tali risultati dimostrano la capacità dei compound 11 e 12 di legare Smo nello stesso sito 
di legame della ciclopamina, ponendosi come poteziali farmaci per il trattamento dei 
tumori Hh-dipendenti, compresi i tumori resistenti al vismodegib. 
I risultati ottenuti nei saggi luciferasici su NIH3T3 Shh-Light II, uno dei test 
biologici funzionali maggiormente validati per lo studio dell‟attivazione/inibizione della 
via di trasduzione di Hh, trattate con il compound 12 o il compound 11, mostravano una 
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maggiore capacità del compound 12 (Chalcone) di inibire il signaling di Hh. Per tale 
ragione abbiamo deciso di approfondire le potenzialità di questa promettente molecola. 
  
4.3 Il compound 12 blocca la proliferazione in vari modelli 
cellulari Hh-dipendenti 
Al fine di valutare l‟efficacia biologica del Chalcone in vitro, abbiamo analizzato i 
livelli di mRNA dei più importanti target di Hh in fibroblasti embrionali murini Ptch1
-/-
 
(Ptch1
-/-
 MEFs) trattati con la suddetta molecola. In questa linea cellulare l‟attivazione 
costitutiva della via di Hh è causata dalla mancanza del gene repressorio Ptch1 (Goodrich 
et al., 1997). Come mostrato in figura 11, il Chalcone è in grado di ridurre 
significativamente i livelli di mRNA dei target di Hh, determinando così un forte 
inibizione della pathway di Hh. 
 
Fig 11: Livelli di espressione di mRNA dei principali target di Hh in MEFs Ptch1
-/-
 trattate per 48h con il 
compound 12 e DMSO come controllo (CTR). I livelli di trascritto sono stati valutati mediante PCR real 
time quantitativa normalizzata su controlli endogeni (β2-microglobulina e HPRT). Il gene Pfkfb3 è stato 
utilizzato come controllo negativo. I risultati rappresentano la media di 3 esperimenti indipendenti. *P<0.05 
vs CTR.  
 
Come precedentemente riportato, la via del segnale di Hh è coinvolta nello 
sviluppo del cervelletto regolando la proliferazione dei progenitori dei granuli cerebellari 
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(GCPs). Tale linea cellulare neuronale deriva dall‟epitelio germinale del “rhombic lip”, la 
regione del romboencefalo posta all‟interfaccia tra tubo neurale e tetto del quarto 
ventricolo. Da qui, intorno all‟undicesima settimana gestazionale, le GCPs migrano 
tangenzialmente e vanno a ricoprire la superficie esterna del cervelletto costituendo il 
cosiddetto Strato Esterno dei Granuli (EGL - External Germinal Layer). Le cellule 
contenute nell‟EGL sono caratterizzate da una intensa attività proliferativa ma, 
progressivamente, esse intraprendono un programma differenziativo che porterà alla 
formazione di granuli maturi. Il processo di differenziamento di queste cellule inizia con 
l‟uscita dal ciclo cellulare e prosegue con la loro migrazione in profondità, attraverso lo 
strato delle cellule del Purkinje, fino a raggiungere la definitiva localizzazione nello strato 
interno, chiamato IGL (Internal Granule Layer) (Di Marcotullio et al., 2006b). Di 
conseguenza l‟EGL va incontro, inizialmente, ad una rapida espansione che ha il suo 
culmine nei primi mesi di vita post-natale e, successivamente, a causa del prevalere dei 
fenomeni differenziativi, inizia ad assottigliarsi fino a scomparire intorno al primo anno 
di vita.  
Molti studi dimostrano che una deregolazione dei meccanismi molecolari sottesi 
all‟attivazione della pathway di Hedgehog, può portare ad una proliferazione incontrollata 
delle GCPs, con conseguente trasformazione tumorigenica di tali progenitori, considerati 
come le cellule di origine del medulloblastoma (MB) (Shuller et al., 2008; Yang et al., 
2008). 
Abbiamo testato l‟effetto biologico del compound 12 e la sua capacità di inibire la 
proliferazione cellulare Hh-dipendente, in GCPs estratti da modelli murini di 4 giorni di 
vita post natale, caratterizzati da iperattivazione della pathway di Hh. In particolare, 
abbiamo espiantato il cervelletto di topi CD1 di 4 giorni di vita post natale, al fine di poter 
estrarre e mettere in coltura i progenitori dei granuli cerebellari. In seguito abbiamo 
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trattato i GCPs in coltura con il SAG da solo, per attivare la via di trasduzione di Hh, o 
con SAG e compound 12. Il trattamento con il compound 12 ostacola, in maniera dose 
dipendente, la proliferazione promossa dall‟agonista SAG, come indicato dalla riduzione 
d‟incorporazione della bromo deossiuridina (BrdU) (Fig. 12A e 12B). Inoltre, tale effetto 
è stato confermato in analisi di espressione che mostrano una significativa riduzione dei 
livelli di mRNA dei principali target di Hh in GCPs trattati con il compound 12 [Fig 
12C]. 
 
 
Fig 12: I progenitori dei granuli cerebellari (GCPs) sono stati trattati per 48h con SAG da solo o in 
combinazione con il compound 12. L‟inibizione della proliferazione cellulare è stata validata mediante 
saggio di incorporazione di BrdU rispetto al CTR. (A). Le immagini di fluorescenza della BrdU (rosso) e 
del colorante nucleare Hoechst (blu) dimostrano l‟abbattimento della proliferazione in seguito al 
trattamento con il compound 12 (B). Livelli di espressione di mRNA dei principali target di Hh GCPs 
trattati per 48h con SAG da solo (CTR) o in combinazione con il compound 12 (C). I livelli di trascritto 
sono stati valutati mediante PCR real time quantitativa normalizzata su controlli endogeni (β2-
microglobulina e HPRT). I risultati rappresentano la media di 3 esperimenti indipendenti. *P<0.05 SAG + 
compound 12 vs SAG (CTR). 
 
L‟aberrante attivazione della via di Hh, ed in particolare la presenza di mutazioni 
genetiche che determinano l‟iperattivazione di Gli1, sono responsabili dello sviluppo di 
diversi tumori umani. Il medulloblastoma (MB) ed il carcinoma a cellule basali (BCC) 
sono ad oggi considerati i due principlai tumori Hh-dipendenti. Per questa ragione, 
l‟effetto inibitorio del compound 12 è stato convalidato mediante test biologici in vitro in 
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una coltura cellulare tumorale di medulloblastoma (MB) o in una linea cellulare di 
carcinoma a cellule basali (ASZ001). 
Le cellule di MB sono state isolate da un tumore primario spontaneo derivato dal modello 
murino Ptch1
+/-
, messe in coltura e trattate con il compound 12 [Fig 13]. Le immagini 
mostrano la capacità di tale molecola di inibire la proliferazione cellulare [Fig 13 A] 
come diretta conseguenza della capacità di ridurre i livelli di mRNA di Gli1 [Fig 13B] in 
maniera dose-dipendente. 
 
Fig 13:. Curva di proliferazione di cellule di MB primario spontaneo derivato da topi Ptch1
+/-
 messe in 
coltura e trattate in vitro con differenti concentrazioni di compound 12 o DMSO come controllo. Dopo i 
tempi indicati è stata effettuata una conta con trypan blue per determinare la crescita cellulare (A).  Nel 
pannello (B) sono mostrati i livelli di espressione di mRNA di Gli1 in seguito al trattamento con il 
compound 12. I livelli di trascritto sono stati valutati mediante PCR real time quantitativa normalizzata su 
controlli endogeni (β2-microglobulina e HPRT. I risultati rappresentano la media di 3 esperimenti 
indipendenti. *P<0.05 vs DMSO.  
 
Risultati simili sono stati ottenuti in seguito a trattamento con il compound 12 su 
cellule di carcinoma a cellule basali (BCC) ASZ001, precedentemente caratterizzate 
come una linea cellulare Hh-dipendente in seguito a delezione del gene Ptch1 
(Aszterbaum et al., 1999). Anche in tale linea infatti il compound 12 è in grado di inibire 
la crescita cellulare in maniera dose-dipendente [Fig 14A], dato in accordo con la 
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riduzione significativa dei livelli di mRNA di Gli1 osservata in seguito al trattamento [Fig 
14B].  
 
Fig 14: Curva di proliferazione di cellule di carcinoma a cellule basali (BCC), ASZ001, derivato da topi 
Ptch1
+/-
 trattate in vitro con differenti concentrazioni di compound 12 o DMSO come controllo. Dopo i 
tempi indicati è stata effettuata una conta con trypan blue per determinare la crescita cellulare (A).  Nel 
pannello (B) sono mostrati i livelli di espressione di mRNA di Gli1 in seguito al trattamento con il 
compound 12. I livelli di trascritto sono stati valutati mediante PCR real time quantitativa normalizzata su 
controlli endogeni (β2-microglobulina e HPRT. I risultati rappresentano la media di 3 esperimenti 
indipendenti. *P<0.05 vs DMSO. 
 
La capacità del compound 12 di inibire la proliferazione Hh-dipendente in vivo 
attraverso dei modelli murini di allograft e/o xenograft, è attualmente in corso di studio.  
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5. Risultati progetto II 
5.1 Approccio chimico per l’identificazione di un nuovo e 
promettente inibitore di Gli1: il Glabrescione B 
Diverse evidenze hanno recentemente dimostrato che le cellule tumorali possono 
acquisire resistenza al trattamento con gli inibitori di Smo attraverso meccanismi in grado 
di indurre la via del segnale “a valle”, cioè attivando l‟effettore finale della pathway Gli1 
(Amakye et al., 2013; Aberger and Ruiz i Altaba, 2014; Infante et al., 2015). Per questo 
motivo lo sviluppo di molecole capaci di agire indipendentemente da Smo o a valle di 
Smo, cioè bloccando l‟attività di Gli1 e superando i fenomeni di resistenza, rappresenta 
una attraente e promettente alternativa alle terapie antitumorali attuali. Infatti, gli 
antagonisti di Gli1 costituiscono una valida soluzione sia per pazienti affetti da tumori 
con mutazioni a carico dei componenti principali della via, sia per quei tumori che 
mostrano alti livelli di espressione e/o di attività di Gli1 indotti attraverso una via non 
canonica.  
Allo stato dell‟arte sono note pochissime molecole capaci di bloccare direttamente Gli1, 
principalmente a causa della mancanza di informazioni sui meccanismi che regolano Gli1 
stesso e la sua capacità trascrizionale. Dunque la delucidazione dei processi alla base 
dell‟attività trascrizionale di Gli1 e il chiarimento delle caratteristiche strutturali che ne 
mediano il legame al DNA rappresentano un tassello fondamentale per il disegno e lo 
sviluppo di nuovi farmaci anti-Hh.  
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5.2 Requisiti strutturali e funzionali alla base dell’interazione 
Gli1/DNA 
Al fine di identificare le basi molecolari che sottendono al legame tra il fattore di 
trascrizione Gli1 e il DNA, abbiamo disegnato un protocollo di screening computazionale 
sfruttando la struttura cristallografica di Gli1 in complesso con il DNA (Pavletich and 
Pabo, 1993). Grazie alla collaborazione con un team di chimici guidati dal Professor 
Bruno Botta (Dipartimento di Chimica e Tecnologia del Farmaco, Sapienza Università di 
Roma), sono stati condotti degli studi di dinamica molecolare (MD). Basandoci sui 
risultati ottenuti dalla MD, abbiamo condotto degli esperimenti di Alanine-scanning 
computazionale. Ciò ci ha permesso di individuare i potenziali residui amminoacidici in 
grado di alterare la stabilità termodinamica del complesso Gli1/DNA. L‟energia di 
legame (ΔG) dei mutanti di Gli1 è stata poi confrontata con quella di Gli1 WT, per 
ottenere così i valori di ΔΔG. In seguito, tale dato è stato validato ripetendo gli 
esperimenti di MD mutando in silico Gli1 nei residui K340, K350, R354 dello zinc finger 
4 e nei residui K360, K371, R380 e K381 dello zinc finger 5 [Fig 15]. 
 
Fig 15: Struttura rappresentativa degli zinc finger di Gli1 estrapolata da esperimenti di dinamica 
molecolare. Gli zinc finger sono rappresentati in blu, i residui coinvolti nel legame al DNA sono 
rappresentati in magenta, gli ioni zinco sono rappresentati dalle sfere grigie. 
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Per correlare le precedenti osservazioni con l‟attività trascrizionale di Gli1, 
abbiamo condotto un saggio funzionale luciferasico. A tale scopo, cellule HEK293T sono 
state trasfettate con il plasmide d‟espressione per Gli1 WT o con i vari mutanti puntiformi 
sopra elencati, insieme al vettore 12XGliBS–Luc (in cui la sequenza di legame di Gli1 al 
DNA è posta a monte della luciferasi), e al normalizzatore pRL-TK Renilla  [Fig 16]. Le 
mutazioni K350, R354, R380 e K381 abrogano completamente l‟attività trascrizionale di 
Gli1, mentre i mutanti K340, K371 e K360 sono meno efficaci. Tali evidenze 
suggeriscono che queste mutazioni potrebbero essere coinvolte nel legame con il DNA. 
 
Fig 16: Saggio luciferasico in HEK293T in presenza di Gli1 WT o dei mutanti indicati. I risultati sono stati 
normalizzati vs i valori di Renilla e rappresentano la media di 3 esperimenti indipendenti. *P<0.05; 
**P<0.01 vs Gli1 WT. Nel pannello sottostante sono riportati i livelli di espressione dei plasmidi utilizzati 
nel saggio di luciferasi. 
 
I nostri studi si sono focalizzati sui mutanti K350A e K340A, che presentano 
rispettivamente l‟energia di legame (ΔΔG) più elevata o intermedia. 
In particolare abbiamo testato la capacità di tali mutanti di legare il DNA attraverso un 
saggio di mobilità elettroforetica (EMSA), utilizzando uguali quantità di GST-Gli1-WT, 
GST-Gli1-K350A e GST-Gli1-K340A, e una probe di DNA contenente una sequenza 
consenso responsiva a Gli1 o una seconda probe mutata e incapace di legare il fattore di 
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trascrizione [Fig 17A]. Come mostrato in figura 17B, la proteina ricombinante GST-Gli1-
WT è in grado di legare la probe di DNA con alta affinità, al contrario della proteina 
GST-Gli1-K350A che è totalmente incapace di legare il DNA, e della proteina GST-Gli1-
K340A che invece presenta una ridotta affinità di legame. Ciò suggerisce che entrambi i 
mutanti sono coinvolti con il legame di Gli1 al DNA sebbene con un contributo diverso. 
 
Fig 17: Rappresentazione schematica dell‟interazione Gli1/DNA (A). Una sequenza oligonucleotidica 
contenente il sito di legame per Gli1 (5‟–TTGCCTACCTGGGTGGTCTCTCCACTT–3‟) o una sequenza 
mutata di controllo (5‟–TTGCCTACCTCCCACTTCTCTCCACTT–3‟) è stata utilizzata come probe (P) 
negli esperimenti di EMSA. Il saggio è stato condotto utilizzando le proteine ricombinanti GST-Gli1-WT 
(porzione amminoacidica 242-424), GST-Gli1-K350A oppure GST-Gli1-K340A (B). Il grafico a destra 
mostra i valori di ratio (derivati da tre esperimenti indipendenti) del legame della proteina GST-Gli1-WT o 
delle proteine mutanti alla probe marcata/probe non marcata, normalizzati sulle quantità di GST-Gli1-WT 
legata al DNA. *P<0.05 vs Gli1 WT. 
 
 Alla luce di questi risultati, abbiamo testato una libreria di piccole molecole 
naturali (>800) sulla struttura di Gli1 estrapolata dagli esperimenti di MD. All‟interno 
della libreria, solo sei molecole (Narceine, Acethylvismione B, Chalcone V94, Vismione 
B, Vismione E e Glabrescione B) sono state selezionate poiché coinvolte nel legame con 
almeno uno dei residui evidenziati dai test di mutagenesi [Fig 18A]. In seguito, la 
capacità di questi prodotti naturali di inibire la via di Hh è stata valutata tramite saggio 
funzionale luciferasico condotto nella linea cellulare di MEFs WT trasfettata con il 
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vettore di espressione per Gli1 WT, il costrutto 12XGliBS–Luc ed il normalizzatore pRL-
TK Renilla. Come mostrato in figura 18, tre molecole (Narceine, Acethylvismione B e 
Chalcone V94) sono inattive [Fig 18B], mentre i compound Vismione B, Vismione E e 
Glabrescione B presentano una media o alta capacità nel promuovere l‟inibizione della 
via di Hh [Fig 18C]. Tra queste il Glabrescione B (GlaB), un isoflavone estratto dai semi 
della pianta Derris Glabrescens, è il compound più promettente, anche quando 
confrontato con il noto inibitore di Gli1, GANT61 [Fig 18D].  
 
Fig 18: Struttura chimica dei 6 potenziali inibitori di Gli1 individuati dallo screening in silico (A). Saggio 
luciferasico in MEFs WT trasfettate con Flag-Gli1 WT, 12XGliBS–Luc e pRL-TK Renilla e trattate per 24h 
con le molecole indicate (B-C-D). I risultati sono stati normalizzati vs i valori di Renilla e rappresentano la 
media di 3 esperimenti indipendenti. *P<0.05 vs DMSO. 
 
Inoltre, tramite saggi di risonanza magnetica nucleare (NMR) abbiamo dimostrato 
la capacità del GlaB di legare direttamente Gli1 attraverso i residui amminoacidici K340 
e K350 implicati nel legame al DNA, sebbene con affinità diverse come evidenziato dai 
valori di energia di legame (ΔG) mostrati in figura 19. In particolare il GlaB mostra 
un‟alta affinità di legame per la proteina WT, ed un‟affinità ridotta o nulla per i mutanti 
K340A e K350A, rispettivamente. 
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Fig 19: Dettaglio dell‟interazione del GlaB con Gli1-WT o con i mutanti K340A e K350A. Nei riquadri in 
alto a sinistra sono riportati i valori di energia di legame (ΔG) e le costanti di dissociazione (pKd). Gli1 è 
rappresentato in blu, i mutanti K340A e K350A in magenta e il GlaB in verde. 
 
 
5.3 Il GlaB inibisce la via del segnale di Hh interferendo con 
l’attività trascrizionale di Gli1 
 Per confermare la capacità del GlaB di legare Gli1 ed inibirne l‟attività 
trascrizionale, abbiamo testato il suddetto compound su diverse linee cellulari correlate 
alla via di Hh.  
In prima analisi, per assicurarci che l‟effetto inibitorio del GlaB sulla via di Hh fosse 
specificatamente dovuto ad un‟alterata funzionalità di Gli1 e che il farmaco non agisse 
abrogando il pathway mediante il recettore Smo, abbiamo condotto dei saggi luciferasici 
sulla linea cellulare di MEFs Smo
-/-
. Tale linea è stata precedentemente trasfettata con un 
plasmide di espressione per Gli1, un reporter luciferasico responsivo a Gli (12XGliBS–
Luc) e il normalizzatore Renilla, ed in seguito trattata per 24h con concentrazioni 
crescenti di GlaB. Come mostrato in figura 20A il GlaB è in grado di inibire l‟attività 
luciferasica indotta da Gli1 nella suddetta linea cellulare.  
Successivamente, abbiamo testato le potenzialità del GlaB sulla linea di MEFs Ptch1
-/-
, 
che presenta un‟aberrante attivazione del signaling a causa della mancanza in omozigosi 
del gene per recettore inibitorio Ptch1. Abbiamo quindi trattato le cellule per 48h e poi 
analizzato i livelli di mRNA dei principali geni target di Hh, inserendo come controllo il 
gene Pfkfb3 non relato alla pathway di Hh.  
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Lo stesso esperimento è stato condotto anche sulla linea MEFs SuFu
-/-
 nella quale 
l‟iperattivazione ligando-indipendente della via è dovuta all‟assenza del noto 
oncosoppressore SuFu, e non è inibita dal trattamento con l‟antagonista di Smo, 
ciclopamina (Svard et al., 2006). In entrambi i modelli cellulari, i livelli di mRNA dei 
target di Hh diminuiscono notevolmente rispetto al controllo non trattato, mentre i valori 
del gene Pfkfb3 risultano inalterati [Fig 20B-C].  
 
Fig 20: Saggio luciferasico in MEFs Smo
-/-
 trasfettate con Gli1 WT, 12XGliBS–Luc e pRL-TK Renilla e 
trattate per 24h con concentrazioni crescenti di GlaB (A). I risultati sono stati normalizzati vs i valori di 
Renilla. Livelli di espressione di mRNA dei principali target di Hh in MEFs Ptch1
-/-
 (B) e SuFu
-/- 
(C) trattate 
per 48h con il GlaB o DMSO come controllo. I livelli di trascritto sono stati valutati mediante PCR real 
time quantitativa normalizzata su controlli endogeni (β2-microglobulina e HPRT). Il gene Pfkfb3 è stato 
utilizzato come controllo negativo. *P<0.05 vs DMSO. I risultati rappresentano la media di 3 esperimenti 
indipendenti. 
 
 
Ulteriori dati a conferma della forte e specifica azione del GlaB su Gli1 sono 
mostrati nelle figura 21 e 22.  
In particolare, abbiamo condotto un esperimento di immunoprecipitazione della 
cromatina (ChIP) sulla linea cellulare di MEFs WT trasfettata con il plasmide di 
espressione di Gli1. In questo esperimento il trattamento con il GlaB alle dosi indicate, 
riduce significativamente il reclutamento di Gli1 sul promotore del gene Ptch1[Fig 21]. 
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Fig 21: Saggio di immunoprecipitazione della cromatina in MEFs WT trasfettate con il plasmide di 
espressione per Gli1 WT e trattate con GlaB alle concentrazioni indicate. La valutazione del risultato è stata 
effettuata mediante PCR real time quantitativa utilizzando dei primer per il sito di legame di Gli1 sul 
promotore del gene murino di Ptch1. I risultati sono espressi in fold-change rispetto al controllo (pcDNA3).  
 
Inoltre, data la forte omologia tra i domini zinc finger di Gli1 e Gli2 [Fig 22A], 
abbiamo voluto testare la capacità del GlaB di inibire l‟attività trascrizionale indotta da 
Gli2. A tal fine abbiamo trasfettato la linea MEFs WT con i costrutti necessari per un 
saggio luciferasico: la sequenza di legame di Gli1 al DNA  posta a monte di un reporter 
luciferasico (GliBS-Luc), il normalizzatore Renilla, e i plasmidi d‟espressione per Gli1 e 
Gli2. Come mostrato in figura 22B, tale test mette in evidenza l‟efficacia del GlaB 
nell‟inibire la capacità trascrizionale dei fattori Gli.  
Allo scopo di chiarire al meglio l‟effetto diretto del GlaB su Gli1, abbiamo 
trasfettato nella linea cellulare di medulloblastoma umano DAOY, appartenente al 
sottogruppo Shh (Northcott et al., 2012; Triscott et al., 2013), degli RNA silenzianti 
(siRNA) specifici per Gli1 o Gli2 (siGli1/2), o siRNA di controllo (siCtr). I risultati di 
tale esperimento mostrano l‟incapacità del GlaB di reprimere i livelli di mRNA del gene 
Ptch1 in assenza dei fattori Gli ma non nel controllo, indicando che la presenza di tali 
fattori di trascrizione è fondamentale per l‟attività del GlaB [Fig 22C]. 
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Fig 22: (A) Allineamento degli zinc finger di Gli1 e Gli2. I residui K340 e K350 sono evidenziati in rosso. 
(B) Saggio luciferasico in MEFs WT trasfettate con Gli1 WT o Gli2 WT, 12XGliBS–Luc e pRL-TK 
Renilla e trattate per 24h con concentrazioni crescenti di GlaB. I risultati sono stati normalizzati vs i valori 
di Renilla e rappresentano la media di 3 esperimenti indipendenti. (C) Livelli di espressione del gene Ptch1 
(a sinistra) e livelli di espressione dei geni Gli1 e Gli2 (a destra) nella linea cellulare DAOY trasfettata con 
dei siRNA specifici per Gli1 o Gli2 (siGli1/2) o con siRNA di controllo (siCtr), e trattete con GlaB (5μM) o 
DMSO come controllo. I livelli di trascritto sono stati valutati mediante PCR real time quantitativa 
normalizzata su controlli endogeni (GAPDH e HPRT). *P<0.05 vs CTR. 
 
Come precedentemente riportato, abbiamo dimostrato mediante saggi di NMR la 
capacità del GlaB di legare Gli1 WT con alta affinità, mentre i mutanti K340A e K350A 
mostrano, rispettivamente, un‟affinità di legame bassa o nulla rispetto alla proteina WT. 
Per validare tale risultato e confermare la capacità del GlaB di impedire l‟interazione 
Gli1/DNA, abbiamo condotto un saggio di mobilità elettroforetica (EMSA), utilizzando 
uguali quantità di GST-Gli1-WT o GST-Gli1-K340, e aggiungendo alla reazione 
concentrazioni crescenti di GlaB. Come si nota in figura 23A, il GlaB è in grado di inibire 
fortemente l‟interazione tra GST-Gli1-WT e il DNA, mentre il legame tra GST-Gli1-
K340 e il DNA in presenza di GlaB è solo parzialmente indebolito. Ciò implica dunque 
che, sebbene il residuo K340 non svolga una funzione chiave nella regolazione 
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dell‟interazione Gli1/DNA come accade invece per il residuo K350, capace di inibire 
completamente il suddetto legame, esso rappresenta uno dei residui più importanti in tale 
processo. Tale dato è stato validato anche mediante un saggio luciferasico in HEK293T, 
trasfettate con il plasmide di espressione per Gli1 WT o il mutante Gli1 K340A e trattate 
con il GlaB: in presenza di Gli1 wt il GlaB è in grado di inibirne l‟attività trascrizionale, 
mentre in presenza del mutante K340A il GlaB risulta meno efficace [Fig 23B]. 
 
Fig 23: Inibizione dell‟interazione Gli1/DNA mediata dal GlaB. (A) Il saggio EMSA è stato condotto 
utilizzando le proteine ricombinanti GST-Gli1-WT (porzione amminoacidica 242-424) oppure GST-Gli1-
K340A in presenza di varie concentrazioni di GlaB o DMSO come controllo. Il grafico a destra mostra i 
valori di ratio (derivati da tre esperimenti indipendenti) del legame della proteina GST-Gli1-WT o della 
proteina mutante alla probe marcata/probe non marcata, normalizzati sulle quantità di GST-Gli1-WT legata 
al DNA in assenza di GlaB. (B) Saggio luciferasico in HEK293T in presenza di Gli1 WT o del mutante 
K340A, trattate con concentrazioni crescenti di GlaB o con DMSO come controllo. I risultati sono stati 
normalizzati vs i valori di Renilla e rappresentano la media di 3 esperimenti indipendenti. *P<0.05 vs 
DMSO; **P<0.05 K340A vs Gli1 WT. 
 
5.4 Il GlaB inibisce la proliferazione Gli1-dipendente nei GCPs in 
vitro e in vivo 
Per testare in vivo la capacità del GlaB di interferire con i processi di crescita 
guidati dalla via di Hh, abbiamo iniettato sottocute, a livello della zona cervicale, il 
solvente da solo (2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin:ethanol, 3:1) o con GlaB (100 
μmol/Kg), in topi CD1 di 6 giorni di vita post natale. Le cavie sono state sottoposte a 2 
giorni di trattamento e poi sacrificate per il prelievo del cervelletto. L‟organo espiantato è 
 
44 
 
stato poi utilizzato per l‟estrazione di RNA e per analisi immunoistochimiche. Come è 
possibile osservare il figura 24A la somministrazione di GlaB è in grado di abbattere i 
livelli di mRNA dei principali target di Hh. Tali evidenze si traducono, come mostrato 
nell‟analisi immunoistologica, in una significativa riduzione dello spessore dello strato 
granulare esterno (EGL) [Fig 24B-C], in una diminuzione della quantità di proteina Gli1 
e, di conseguenza, in una forte riduzione della proliferazione cellulare, indicato dalla 
bassa percentuale di cellule positive al noto marcatore della proliferazione Ki67 [Fig 
24B]. 
Risultati simili sono stati ottenuti tramite saggi di proliferazione condotti sui 
progenitori dei granuli (GCPs) trattati con GlaB a diverse concentrazioni in vitro ed in 
vivo.  
In particolare, la crescita cellulare dei GCPs è stata valutata mediante test in vitro di 
incorporazione della BrdU. Anche in questo caso il GlaB si è dimostrato altamente 
efficace nel bloccare la proliferazione cellulare Hh-dipendente [Fig 24D]. In accordo con 
i dati in vitro, GCPs trattati in vivo con il GlaB mostrano una significativa riduzione sia 
dei livelli di trascritto [Fig 24E] che dei livelli proteici [Fig 24F] dei più importanti target 
di Hh. 
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Fig 24: (A) Livelli di espressione di mRNA dei principali target di Hh in cervelletti di topi di 6 giorni di 
vita post natale trattati in vivo con GlaB. (B) In figura sono mostrate delle immagini rappresentative dei 
saggi di immunoistochimica in topi di 6 giorni di vita post natale. Nel pannello in alto è mostrata la 
colorazione ematossilina/eosina, nel pannello centrale i livelli di Gli1 e nel pannello in basso i livelli di 
Ki67 (scale bar = 50μm). (C) Il grafico mostra la riduzione dello spessore dell‟EGL (espresso in 
percentuale) nei topi trattati con GlaB rispetto ai topi non trattati (Ctr) (n= 10/trattamento). (D) Saggio di 
incorporazione di BrdU in GCPs isolati da topi di 4 giorni di vita post natale trattati in vitro con Shh e 
differenti concentrazioni di GlaB per 48h. L‟inibizione della proliferazione cellulare è stata misurata come 
la percentuale di incorporazione rispetto ai campioni di controllo trattati con DMSO. *P<0.05 Shh vs 
DMSO; *P<0.05 Shh+GlaB vs Shh. (E-F) Livelli di espressione di mRNA e proteina dei principali target di 
Hh determinati in GCPs isolati da topi di 6 giorni di vita post natale trattati in vivo con GlaB. I livelli di 
trascritto sono stati valutati mediante PCR real time quantitativa normalizzata su controlli endogeni (β2-
microglobulina e HPRT). *P<0.05 vs CTR. I risultati rappresentano la media di 3 esperimenti indipendenti. 
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5.5 Il GlaB inibisce la proliferazione Gli1-dipendente del 
medulloblastoma e delle Mb-SCs in vitro 
 L‟effetto inibitorio del GlaB è stato convalidato mediante test biologici in 
vitro effettuati in due linee cellulari tumorali Hh-dipendenti: MB e cellule staminali 
derivate da MB. 
Le cellule tumorali di MB sono state isolate da un tumore primario spontaneo derivato dal 
modello murino Ptch1
+/-
, messe in coltura e trattate con GlaB, GANT61 o DMSO come 
controllo. Le immagini mostrano la capacità del GlaB di inibire la proliferazione cellulare 
[Fig 25A] e i livelli di mRNA di Gli1 [Fig 25B] in maniera dose-dipendente, con risultati 
simili rispetto a quelli ottenuti con il GANT61. 
Diversi tumori, incluso il medulloblastoma, contiene un piccolo sottogruppo di 
cellule con proprietà molto simili alle cellule staminali e per questo chiamate Mb-SCs 
like. Questa popolazione cellulare, caratterizzata da una capacità di auto-rinnovamento 
illimitata, è responsabile della forte espansione cellulare ed è causa della tumorigenesi, 
della resistenza sviluppata verso le terapie convenzionali e della conseguente recidiva di 
malattia (Manoranjan et al., 2013). La via di trasduzione di Hh gioca un ruolo chiave nel  
mantenimento delle Mb-SCs attraverso l‟attivazione del gene della staminalità Nanog 
indotta da Gli1 (Clement et al., 2007; Po et al., 2010; Garg et al., 2013).  
Per tali motivi abbiamo trattato con GlaB delle Mb-SCs derivate topi Ptch1
+/-
, e ne 
abbiamo valutato l‟effetto attraverso vari saggi biologici in vitro.  
In prima analisi, abbiamo testato la capacità clonogenica di tali cellule di formare 
neurosfere a partire da una sospensione a singola cellula. Come mostrato in figura 25C il 
GlaB inibisce fortemente il potenziale clonogenico di tali cellule, diminuendo sia il 
numero che le dimensioni delle neurosfere. In accordo con i precedenti risultati, l‟analisi 
dei livelli di mRNA e dei livelli proteici dei target di Hh coinvolti nella proliferazione e 
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nella staminalità nelle Mb-SCs si abbattono significativamente in presenza di GlaB [Fig 
25D-E]. L‟attività clonogenica di tali cellule è dunque fortemente alterata dal GlaB, il 
quale agisce interferendo sulla capacità di replicazione cellulare come dimostrato dal 
saggio di incorporazione di BrdU in figura 25F. Inoltre i risultati del saggio di morte 
cellulare TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling) e la 
presenza della forma clivata della proteina caspasi-3, verificata tramite western blot [Fig 
25G], rivelano il ruolo pro-apoptotico svolto dal GlaB in queste cellule. 
 
Fig 25: Curva di proliferazione di cellule di MB derivato da topi Ptch1
+/-
 messe in coltura e trattate in vitro 
con GlaB (5μM), GANT61 (10μM) o DMSO come controllo (A). Dopo i tempi indicati è stata effettuata 
una conta con trypan blue per determinare la crescita cellulare. (B) Livelli di espressione di mRNA di Gli1. 
(C) Saggio clonogenico su cellule staminali derivate da MB di topi Ptch1
+/-
 trattate con GlaB (5μM) o 
DMSO per valutarne le capacità di formare neurosfere. (D-E) Livelli di espressione di mRNA e proteina dei 
principali target di Hh. I livelli di trascritto sono stati valutati mediante PCR real time quantitativa 
normalizzata su controlli endogeni (β2-microglobulina e HPRT). (F) Saggio di incorporazione di BrdU in 
MB-SCs trattate in vitro con GlaB 5μM per 24 o 48h. L‟inibizione della proliferazione cellulare è stata 
misurata come la percentuale di incorporazione rispetto ai campioni di controllo trattati con DMSO. (G) 
Saggio TUNEL in MB-SCs trattate in vitro con GlaB 5μM per 24 o 48h. La morte cellulare è stata misurata 
rispetto ai campioni di controllo trattati con DMSO. Nel pannello in basso sono mostrati i livelli proteici di 
Caspasi 3 nei campioni trattati con GlaB rispetto ai controlli (DMSO). I risultati rappresentano la media di 3 
esperimenti indipendenti. *P<0.05 vs DMSO. 
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5.6 Il GlaB inibisce la proliferazione Gli1-dipendente del 
medulloblastoma in vivo 
L‟effetto biologico del GlaB in vivo è stato testato in un modello allograft di MB. 
A tal proposito cellule di medulloblastoma primario spontaneo, derivato da topi Ptch1
+/-
, 
sono state inoculate nel fianco di topi nudi. Gli animali sono stati trattati a giorni alterni 
per 18 giorni con delle iniezioni sottocute di GlaB (75 μmol/Kg) o con il solvente di 
controllo. Durante l‟intero periodo di terapia le dimensioni delle masse nei topi trattati e 
nei topi di controllo sono state monitorate ogni 2 giorni, ed è stata osservata una forte 
riduzione del volume tumorale nei topi trattati rispetto ai controlli anche in seguito 
all‟espianto [Fig 26A-B].  
Le masse estratte sono state quindi sottoposte ad una serie di indagini biologiche.  
In particolare, abbiamo valutato le caratteristiche morfologiche dei tumori mediante 
colorazione immunoistochimica con ematossilina-eosina e colorante blu di Masson, 
specifico per il tessuto connettivo, che ha rivelato una ridotta cellularità nel campione 
trattato rispetto al controllo. Ciò è dovuto ad un forte abbattimento della proliferazione e 
della sopravvivenza cellulare come dimostrato dai bassi livelli di proteina Gli1, dalla 
bassa incorporazione del marcatore di proliferazione Ki67, e dall‟aumentata morte 
cellulare rivelata dal saggio TUNEL [Fig 26C-D].  
Tali risultati sono stati ulteriormente confermati dal significativo abbattimento sia dei 
livelli di mRNA, sia dei livelli proteici dei principali target di Hh [Fig 26E-F]. 
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Fig 26: (A) Variazione del volume della massa tumorale durante in trattamento di 18 giorni con GlaB  o con 
il solvente (n= 6/trattamento). (B) Il grafico mostra la media del volume dei tumori (sinistra) rappresentati 
nelle immagini a destra. (C) Analisi immunoistochimica delle masse tumorali: nel pannello in alto è 
mostrata la colorazione di Masson (scale bar = 35μM), a seguire i livelli di Gli1 e Ki67 (scale bar = 25μM e 
10μM rispettivamente), e nel pannello in basso i livelli di Ki67 (scale bar = 25μM). (D) Quantizzazione 
della colorazione immunoistochimica per Ki67 o del saggio TUNEL mostrati in (C). (E-F) Livelli di 
espressione di mRNA e proteina dei principali target di Hh. I livelli di trascritto sono stati valutati mediante 
PCR real time quantitativa normalizzata su controlli endogeni (β2-microglobulina e HPRT). *P<0.05 vs 
Ctr. 
 
Risultati altrettanto sorprendenti sono stati ottenuti in seguito ad esperimenti di 
xenotrapianti ortotopici su modelli murini NOD/SCID. Nello specifico le cellule di 
medulloblastoma umano DAOY sono state impiantate a livello del cervelletto delle 
suddette cavie. In seguito gli animali sono stati trattati con delle iniezioni intraperitoneali 
di GlaB (75 μmol/Kg) o con il solvente di controllo. Dopo 25 giorni di trattamento gli 
animali sono stati sacrificati mediante perfusione in vivo, ed i cervelletti sono stati 
espiantati. Il calcolo del volume tumorale ha rivelato una forte riduzione della massa nei 
topi trattati rispetto ai topi di controllo [Fig 27A-B]. Tale effetto è stato provocato 
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dall‟inibizione della proliferazione cellulare mediata dal GlaB, come dimostrato dalla 
bassa percentuale di incorporazione del marcatore Ki67 nelle cavie trattate rispetto a 
quelle di controllo [Fig 27A-C]. 
 
Fig 27: (A) Immagini rappresentative (ingrandimento maggiore e minore) delle colorazioni 
immunoistochimiche Ematossilina/eosina (scale bar = 500 o 200μm) e Ki67 (scale bar = 100 o 50μm) sulla 
linea cellulare di MB umano Daoy trapiantate nel cervelletto di topi NOD/SCID e trattate in vivo con GlaB 
o solvente (Ctr). (B) Nel grafico è rappresentata la media del volume delle masse tumorali a fine 
trattamento. (C) Quantizzazione della colorazione immunoistochimica per Ki67 mostrata in (A). *P<0.05. 
 
5.7 Il GlaB inibisce la proliferazione Gli1-dipendente in cellule di 
carcinoma a cellule basali in vitro ed in vivo 
 Oltre al medulloblastoma, anche il carconoma a cellule basali (BCC) fa parte dei 
tumori Hh-dipendenti, nel quale alcune alterazioni genetiche di tale pathway causano 
un‟aberrante attivazione di Gli1.  
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Per questi motivi abbiamo testato l‟effetto biologico del GlaB, in vitro ed in vivo, sulla 
linea di BCC, ASZ001, considerate come una linea Hh/Gli1-dipendente perchè 
caratterizzate dalla delezione del gene di Ptch1 (Aszterbaum et al., 1999).  
Test di mortalità e di proliferazione cellulare in vitro dimostrano la capacità del GlaB di 
bloccare la proliferazione della suddetta linea, e di indurre morte cellulare in maniera 
dose-dipendente [Fig 28A-B]. Tali evidenze sono confermate dall‟abbattimento dei livelli 
di mRNA di Gli1 mostrati in figura 28C. 
Risultati molto promettenti sono stati ottenuti anche nei test in vivo.  
L‟effetto biologico del GlaB in vivo è stato testato trapiantando le cellule di carcinoma a 
cellule basali, ASZ001, sul fianco di topi nudi. Gli animali sono stati trattati a giorni 
alterni per 18 giorni con delle iniezioni sottocute di GlaB (75 μmol/Kg) o con il solvente 
di controllo. Durante l‟intero periodo di terapia le dimensioni delle masse nei topi trattati 
e nei topi di controllo sono state monitorate ogni 2 giorni, ed è stata osservata una forte 
riduzione del volume tumorale nei topi trattati rispetto ai controlli anche in seguito 
all‟espianto [Fig 28D-E].  
Le masse espiantate sono state incluse in paraffina per l‟indagine istologica. In particolare 
abbiamo valutato le caratteristiche morfologiche dei tumori mediante colorazione 
immunoistochimica con ematossilina-eosina e colorante blu di Masson, che ha rivelato 
una ridotta cellularità nel campione trattato rispetto al controllo. Anche questa linea 
tumorale, infatti, presenta un forte abbattimento della proliferazione e della sopravvivenza 
cellulare, confermata dai bassi livelli di proteina Gli1, dalla bassa incorporazione del 
marcatore di proliferazione Ki67, dall‟aumentata morte cellulare rivelata dal saggio 
TUNEL e dall‟abbattimento dei livelli di mRNA dei principali target di Hh [Fig 28F-G-
H].  
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Fig 28: (A-B) Curva di proliferazione e mortalità in cellule di carcinoma a cellule basali (BCC) ASZ001 
trattate in vitro con GlaB (5μM) o DMSO come controllo. (C) Livelli di espressione di mRNA di Gli1 nelle 
cellule ASZ001 trattate in vitro per 24 o 48h con differenti dosi di GlaB. *P<0.05 vs DMSO. (D) 
Variazione del volume della massa tumorale durante in trattamento in vivo di 18 giorni con GlaB o con il 
solvente (n= 6/trattamento). (E) Il grafico mostra la media del volume dei tumori (sinistra) rappresentati 
nelle immagini a destra. (F) Analisi immunoistochimica delle masse tumorali: nel pannello in alto è 
mostrata la colorazione di Masson (scale bar = 50μm), a seguire i livelli di Gli1 e Ki67 (scale bar = 25μm 
per entrambe), e nel pannello in basso i livelli di Ki67 (scale bar = 30μm). (G) Quantizzazione della 
colorazione immunoistochimica per Ki67 o del saggio TUNEL mostrati in (F). (H) Livelli di espressione di 
mRNA dei principali target di Hh. I livelli di trascritto sono stati valutati mediante PCR real time 
quantitativa normalizzata su controlli endogeni (β2-microglobulina e HPRT). *P<0.05 vs Ctr. 
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6. Discussione  
6.1 Progetto I 
 In questo lavoro di tesi, mediante un approccio multidisciplinare tra la chimica 
farmaceutica e la biologia cellulare e molecolare, abbiamo identificato una nuova 
molecola naturale, che agendo come inibitore di Smo, blocca la via di trasduzione di Hh: 
il compound 12 (Chalcone). Inoltre tale progetto sottolinea la rilevanza delle molecole di 
origine naturale come importante risorsa per l‟identificazione di nuovi farmaci anti-
tumorali. Infatti, un terzo dei farmaci approvati dalla FDA è di origine naturale, e un 
quarto tra questi è estratto dalle piante (Patridge et al., 2015). Tuttavia, a partire dall‟anno 
2000, l‟utilizzo delle molecole naturali in farmaceutica ha subito un grave declino poiché 
le aziende farmaceutiche hanno iniziato a concentrare i propri sforzi sull‟individuazione 
di nuove tecnologie per lo sviluppo di potenziali farmaci anti-tumorali. Nonostante ciò, 
tali strategie non hanno dato i risultati sperati, contribuendo al ritorno di interesse nell‟uso 
dei prodotti naturali (Harvey et al., 2015). Inoltre, negli ultimi anni, la chimica ha fornito 
un grande contributo in tal senso, modificando le molecole naturali al fine di migliorarne 
le caratteristiche chimiche, quali la biodisponibilità, la stabilità chimica e metabolica e la 
tossicità, per renderli dei potenziali candidati per studi preclinici. Un esempio di ciò è 
fornito dal derivato della ciclopamina IPI-926 che ha recentemente terminato il trial 
clinico di fase II (Tremblay et al., 2009).  
 Il cancro è una delle patologie umane in cui le molecole naturali possono trovare 
un‟applicazione terapeutica. In particolare, la via di trasduzione di Hh rappresenta un 
importante bersaglio molecolare da parte di nuovi prodotti naturali. Negli ultimi anni, 
infatti, sono stati condotti moltissimi studi finalizzati all‟identificazione di nuovi 
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potenziali farmaci in grado di inibire questa pathway oncogenica. Il primo inibitore della 
via di Hh a essere stato scoperto è la ciclopamina, un alcaloide estratto dalla pianta 
Veratrum californicum, in grado di antagonizzare l‟effetto tumorigenico di Smo nei 
tumori Hh-dipendenti (Taipale et al., 2000). In seguito, a partire dalla ciclopamina, sono 
stati individuati una serie di prodotti naturali in grado di interferire con la trasduzione del 
segnale di Hh agendo sui principali regolatori della via, il recettore Smo ed il fattore di 
trascrizione Gli1 (Ruat et al., 2014; Infante et al., 2014; Infante et al., 2015). 
 Lo sviluppo di potenziali inibitori di Smo si è rivelato deludente a causa della 
scarsa farmacocinetica, di gravi effetti collaterali e di fenomeni di resistenza 
farmacologica dovuta all‟insorgenza di mutazioni che rendono Smo insensibile all‟azione 
del farmaco.  
 Con lo scopo di identificare nuovi potenziali inibitori di Smo in grado di superare i 
limiti appena descritti, abbiamo utilizzato la struttura cristallografica di Smo in complesso 
con la ciclopamina (Rudin et al., 2009) per condurre uno studio di screening virtuale su 
una libreria di 1200 prodotti naturali, sintetici e semi-sintetici. Lo screening in silico ha 
consentito di selezionare diciassette molecole sottoposte successivamente a saggi 
luciferasici per valutarne la capacità di inibire la via di Hh. Tra i composti testati, cinque 
molecole (1-5) si sono dimostrate inattive, le molecole 6-10 si sono rivelate mediamente 
attive (IC50 ~ 24–38 μM), mentre le molecole 11-12 hanno mostrato un‟alta capacità nel 
promuovere l‟inibizione della via di Hh (IC50 ~ 4–9 μM). I compound 13-17 sono invece 
risultati citotossici. In particolare, il compound 12 (Chalcone) si è rivelato il miglior 
antagonista di Smo. Questa molecola, appartenente alla famiglia dei calconi e sintetizzata 
mediante la reazione di Claisen-Schmidt modificata dal Professor Bargellini (Tognazzi, 
1924; Bargellini, 1919; Bargellini and Avrutin, 1910), è in grado di legare direttamente 
Smo, come dimostrato dal saggio di competizione con Bodipy-ciclopamina. Di 
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particolare interesse è la capacità di tale molecola di legare anche il mutante di Smo 
D477G, l‟ortologo della prima mutazione puntiforme umana identificata che causa 
farmaco-resistenza al trattamento con Vismodegib, farmaco approvato nel 2012 dalla 
FDA per la terapia del BCC. Tale evidenza suggerisce la possibilità di impiegare il 
compound 12 per il trattamento dei tumori resistenti al Vismodegib. L‟efficacia biologica 
di tale compound è stata testata in vitro in diversi modelli cellulari Hh-dipendenti, come 
ad esempio i fibroblasti embrionali murini Ptch1
-/-
 (Ptch1
-/-
 MEFs), nei quali 
l‟iperattivazione della via di Hh è dovuta alla mancanza del recettore Ptch1. In questa 
linea cellulare, il compound 12 è in grado di inibire l‟espressione endogena dei principali 
target di Hh.  
Il potenziale del Chalcone è stato testato anche in un contesto cellulare più fisiologico, 
rappresentato dai progenitori dei granuli cerebellari (GCPs), la cui proliferazione cellulare 
durante lo sviluppo del cervelletto è sotto il controllo della via di Hh. In particolare, il 
compound 12 è in grado di inibire l‟espressione dei principali target di Hh in GCPs 
trattati con SAG, con conseguente diminuzione della crescita cellulare. Inoltre il 
Chalcone ha mostrato un‟alta specificità di azione per la via di Hh, essendo inattivo sia su 
vie di trasduzione relate (Wnt/β-catenina), sia su pathway non relate a Hh (Jun/AP1). 
Dal momento che l‟aberrante attivazione del signaling di Hh è responsabile dello sviluppo 
di diversi tumori umani, abbiamo voluto dimostrare l‟efficacia del compound 12 di inibire 
la proliferazione cellulare in due tumori Hh-dipendenti, derivati da modelli murini 
Ptch1
+/-
: il MB e il BCC. In entrambi i casi, il Chalcone, promuovendo inibizione dei 
livelli di espressione di Gli1 in maniera dose-dipendente, determina il blocco della 
proliferazione nelle suddette cellule tumorali. 
La capacità del compound 12 di inibire la proliferazione Hh-dipendente in vivo 
attraverso l‟utilizzo di modelli di allograft e/o xenograft, è attualmente in corso di studio.  
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Il Chalcone si pone quindi come nuovo e interessante inibitore di Smo, capace di 
inibire la proliferazione cellulare di tumori primari Hh-dipedenti e di superare il 
fenomeno della farmaco-resistenza, agendo anche sul mutante murino di Smo D477G. 
 
6.2 Progetto II 
In questo progetto abbiamo in prima analisi identificato i requisiti strutturali alla base 
dell‟interazione Gli1/DNA e successivamente utilizzato tali conoscenze per individuare 
una nuova piccola molecola, il Glabrescione B (GlaB) in grado di inibire la via di Hh, in 
vitro ed in vivo, mediante legame diretto con Gli1, effettore finale del signaling di Hh. 
In particolare, abbiamo identificato i residui amminoacidici fondamentali per il legame di 
Gli1 al DNA (come per esempio la K340 e K350) e quindi per la sua attività 
trascrizionale. Tra i due, il residuo K350 lega specificamente la sequenza consenso di Gli 
mediante interazioni idrogeno con due basi guanina, senza contattare il gruppo fosfato, 
come dimostrato dagli esperimenti di docking molecolare (MD). Ciò fornisce così una 
spiegazione strutturale del ruolo chiave svolto dal residuo K350. Tale modello è 
supportato da saggi di mobilità elettroforetica (EMSA) e saggi luciferasici condotti in 
presenza del mutante di Gli1 K350A. Il residuo K340, invece, creerebbe una tasca in 
corrispondenza dello zinc finger 4 di Gli1, caratterizzato da una superficie piuttosto 
piatta, consentendo al GlaB di contattare direttamente l‟aminoacido K350 e realizzare le 
interazioni più vantaggiose.  
Diversi studi sulla funzione di Gli1 e Gli2 hanno portato alla luce l‟esistenza di specifici 
residui affetti da modificazioni post-traduzionali che occorrono al di fuori del dominio di 
legame al DNA. La fosforilazione della Serina 84 da parte di mTOR/S6K1 permette il 
rilascio di Gli1 dal suo inibitore SuFu (Wang et al., 2012), un meccanismo probabilmente 
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coinvolto nella fosforilazione mediata dalla via di RAS/MAPK (Aberger and Ruiz i 
Altaba, 2014). Inoltre, i residui Y859, Y872 e S1060 di Gli1 sono legati 
cooperativamente dalla E3 ligasi Itch (Di Marcotullio et al., 2006a e 2011a), mentre le 
degrons DC (residui 462-467) legano βTrCP, determinando l‟ubiquitinazione e la 
degradazione della proteina attraverso la via proteosomale (Huntzicker et al., 2006). 
Infine, l‟acetilazione dei residui K518 (Gli1) e K757 (Gli2) previene l‟attività 
trascrizionale di tali fattori (Canettieri et al., 2010; Coni et al., 2013), mentre il residuo 
T374 Gli1 è un importante sito di legame per la PKA, la quale è in grado di contrastare la 
localizzazione nucleare di Gli1 (Sheng et al., 2006). Una volta fosforilati da aPKCι/λ, i 
residui S243 e T304, situati rispettivamente nello zinc finger 1 e 3 di Gli1, conferiscono 
alla proteina una maggiore capacità di formare un complesso con il DNA (Atwood et al., 
2013), probabilmente attraverso un cambiamento conformazionale, mediante 
stabilizzazione del legame o ancora reclutando altri co-fattori. 
Tuttavia, non sono stati riportati eventi di acetilazione o ubiquitinazione a carico dei 
residui K350 e K340, suggerendo che questi residui sono coinvolti nell‟interazione con il 
DNA, e ponendoli come nuovi potenziali bersagli molecolari per l‟inibizione di Gli1.  
A questo proposito, combinando studi di mutagenesi con la spettroscopia NMR e la 
dinamica molecolare, abbiamo dimostrato che i residui K340 e K350 sono fortemente 
coinvolti nel legame tra Gli1 e il GlaB, la prima piccola molecola naturale descritta, in 
grado di inibire l‟attività oncogenica di Hh bloccando l'interazione Gli1/DNA, in vitro e 
in vivo, ed interferendo con le funzioni trascrizionali di Gli1 stesso [Fig 29]. 
La rilevanza biologica dei nostri dati è fornita dalla dimostrazione che 
l‟interazione Gli1/DNA è un ottimo target molecolare per inibire l‟iperattivazione di Gli1 
indotta non solo da segnali di attivazione a monte della via, mediati cioè da Smo, ma 
anche da nuovi meccanismi di attivazione a valle (quali la fosforilazione Gli1, 
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l‟amplificazione del gene Gli1, l‟attivazione epigenetica mediata da BRD4, la 
deubiquitinazione, deacetilazione o attivazione mediata da aPKCι/λ, p70S6K o 
RAS/ERK) che sono responsabili della farmaco-resistenza agli inibitori anti-Smo 
frequentemente osservata nei tumori Hh-dipendenti (Aberger e Ruiz i Altaba, 2014; 
Amakye et al., 2013; Tang et al., 2014). Inoltre, meccanismi di attivazione non canonici 
della via di Hh/Gli1 sono responsabili di modificazioni genetiche e/o epigenetiche che 
contribuiscono all‟induzione di diversi oncogeni comunemente riscontrati in molti tumori 
Aberger e Ruiz i Altaba, 2014). 
La ridondanza di tali meccanismi di attivazione di Gli1 osservati in diversi tipi di tumori 
può rappresentare una sfida per la progettazione di terapie personalizzate mirate. Gli 
inibitori della via di PI3K/AKT sono in grado di superare la resistenza ai farmaci anti-
Smo fosforilando Gli1, in maniera S6K1-dipendente, e determinandone l'inattivazione 
(Buonamici et al., 2010). Allo stesso modo, l'iperattivazione di aPKCι/λ in BCC, spiega la 
resistenza ai farmaci anti-Smo che potrebbe essere evitata mediante impiego di specifici 
inibitori delle chinasi (Atwood et al., 2013). Infine, farmaci antagonisti delle istone-
deacetilasi (HDAC) sono efficaci nel bloccare la via di Hh e la crescita cellulare in tumori 
caratterizzati dall‟over espressione di HDAC1/2 (Canettieri et al., 2010).  
Quindi, l'inibizione farmaco-mediata dei vari segnali capaci di attivare Gli1 mediante 
modificazioni post-traslazionali, sembrerebbe richiedere una combinazione di approcci 
terapeutici. 
Al contrario, la delucidazione dei requisiti strutturali alla base dell‟interazione Gli1/DNA 
fornisce informazioni preziose per ottimizzare le strategie farmacologiche mirate 
all‟individuazione di nuovi antagonisti di Gli1, in grado di interferire con il legame al 
DNA. Ciò rappresenta una strategia terapeutica attraente poiché in grado di agire 
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direttamente sull‟effettore finale e più potente del signaling, Gli1, e di superare gli eventi 
di farmaco-resistenza che si instaurano a monte della via del segnale. 
 
 
Fig 29: Modello schematico del meccanismo di azione del GlaB sulla via di trasduzione di Hh. 
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7. Materiali e Metodi 
7.1 Colture cellulari 
Le linee cellulari HEK293T, NIH3T3 Shh-Light II, MEFs WT, MEFs Ptch1
-/-
, MEFs 
Smo
-/-
 e MEFs SuFu
-/-
 sono state coltivate in terreno DMEM con aggiunta di 10% FBS, 
penicillina e streptomicina, 1% di glutammina. La linea di medulloblastoma umano Daoy 
è stata coltivata come descritto in Mazzà et al., 2013; le cellule staminali tumorali 
provenienti da medulloblastoma di topi Ptch1
+/-
  sono state cresciute come descritto in Po 
et al., 2010. La linea murina di carcinoma a cellule basali ASZ001 è stata coltivata in 
terreno 154CF (Gibco-BRL) con aggiunta di 2% di FBS chelato con Chelex 100
®
 (Sigma 
Aldrich), 0.05 mM di Cloruro di calcio (Gibco-BRL) e antibiotico. I precursori dei 
granuli cerebellari GCPs sono stati isolati da topi di 4 giorni di vita post-natale come 
descritto in Di Marcotullio et al., 2011b. I tumori primari di Medulloblastoma derivano da 
topi Ptch1
+/-
 (Jackson Laboratory). Da questi è stata preparata una sospensione cellulare 
coltivata per breve tempo, al fine di analizzare le modulazioni della via di Hh (Sasai et al., 
2006; Berman et al., 2002; Kool et al., 2014; Infante et al., 2014). 
 
7.2 Trasfezioni e trattamenti 
Le trasfezioni nelle linee cellulari HEK293T e MEFs sono state effettuate utilizzando i 
reagenti DreamFect
TM
 Gold (Oz Biosciences SAS), Lipofectamine 2000 o Lipofectamine 
Plus (Invitrogen). Per gli esperimenti di RNA interference, la linea cellulare di 
medulloblastoma umano Daoy è stata trasfettata con un non-targeting siRNA come 
controllo, oppure con un double-stranded siRNAs contro Gli1 e Gli2 (On target-Plus 
SMARTpool reagents; Dharmacon). Le trasfezioni sono state effettuate con il reagente 
HiPerFect (Qiagen) secondo le istruzioni della casa produttrice. 
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Le cellule sono state trattate con Shh (3 μg/ml, R&D Systems Inc), SAG (200 nM, Alexis 
Biochemicals Farmingdale), GANT61 (Enzo Life Science), Cyclopamine-KAAD (1 μM, 
Merk Millipore), Bodipy-Cyclopamine (5 nM,, Biovision). 
 
7.3 Mutagenesi 
Le mutagenesi a carico del plasmide Flag-Gli1 sono state condotte utilizzando il 
QuickChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit e il QuikChange Multi Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene) secondo le istruzioni della casa produttrice.  
 
7.4 Livelli di espressione del mRNA  
RNA totale è stato estratto con Trizol (Invitrogen) e retrotrascritto con Superscript II 
reverse transcriptase (Invitrogen). L‟analisi dei livelli di mRNA dei geni Gli1, Gli2, 
Ptch1, Ptch2, Nanog, Oct-4, Cyclin D1, Cyclin D2, NMyc, HIP1, Sfrp1, Bmp2, IGF2, 
PCNA, Pfkfb3, β-2 microglobulin, HPRT, GAPDH, è stata effettuata tramite PCR real-
time quantitativa (qRT-PCR) utilizzando la metodica TaqMan (Assay-on-Demand 
Reagents acquistati presso Applied Biosystems) e la ABI Prism 7900HT Sequence 
Detection System. La mix di reazione contentente il templato di cDNA, la master mix 
TaqMan Universal PCR (Applied Biosystems) e una miscela di primers è stata 
amplificata mediante parametri standard in un termociclatore qRT-PCR. Ogni reazione di 
amplificazione è stata condotta in triplicato e la media dei tre cicli soglia è stata utilizzata 
per calcolare la quantità di trascritto presente in ciascun campione mediante il software 
SDS versione 2.3. La quantizzazione del trascritto è stata espressa come il rapporto della 
quantità di campione rispetto alla quantità di normalizzatore. Tutti i campioni sono stati 
normalizzati con tre controlli endogeni, β-2 microglobulin, HPRT, GAPDH, i quali hanno 
dato risultati simili tra loro. 
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7.5 Immunoprecipitazione della cromatina (ChIP)  
La linea cellulare murina MEFs WT è stata trasfettata con il plasmide Gli1-Flag o con 
pcDNA 3.1. Dopo la reazione di cross-linking, la reazione di immunoprecipitazione è 
stata effettuata con l‟anticorpo mouse anti Flag-M2 (Sigma Aldrich) (1:200). Il DNA è 
stato eluito ed analizzato mediante qRT-PCR. Gli oligonucleotide utilizzati per la 
reazione di amplificazione sono: promotore di Ptch1, forward 5´-
GAGCATTCCTTAATGGAAG-3´, reverse 5´-CTGCAACGCGATTGGCTCT-3´; 
Controllo GAPDH: forward 5´-GACGGCCGCATCTTCTTGT-3´, reverse 5´-
CCTGGTGACCAGGCGC-3´ (Canettieri et al., 2010; Coni et al., 2013). 
 
7.6 Saggio di mobilità elettroforetica (EMSA) 
Abbiamo prodotto degli oligonucleotidi corrispondenti  alla sequenza canonica di legame 
di Gli1 (Gli-BS, 5‟ –TTGCCTACCTGGGTGGTCTCTCCACTT– 3‟) o la sua forma 
mutata, incapace di legare Gli1 (5‟ –TTGCCTACCTCCCACTTCTCTCCACTT – 3‟). I 
frammenti sono stati marcati con γ32P-ATP utilizzando la T4 polynucleotide kinase 
secondo le istruzioni della casa produttrice, purificate attraverso colonne G25 (Amersham 
Pharmacia), ed utilizzate come probe per il saggio di mobilità elettroforetica (EMSA). Le 
proteine di fusione Glutathione S-transferase (GST), GST, GST-Gli1ZF-WT (frammento 
dello zinc-finger di Gli1: aa 242–424), GST-Gli1ZF-K340A o GST-Gli1ZF-K350A, sono 
stati prodotti come descritto in De Smaele et al., 2008. La reazione di legame tra le 
diverse proteine GST e gli oligonucleotidi marcati, è avvenuta a temperatura ambiente per 
20 minuti utilizzando 4 µg della proteina di fusione GST e 20,000 c.p.m. di probe marcata 
con 32P, in 20 µl totali. La concentrazione finale dei componenti del buffer di reazione 
impiegato per l‟EMSA sono:  50mM HEPES (pH 7.5), 100mM KCl, 5mM DTT, 1mM 
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EDTA, 20% glicerolo 0,05% NP40, 0,2µg/µl BSA, 5 mM MgCl2 e 50 µg/ml poly(dI)-
poly(dC). Un punto sperimentale di controllo è stato allestito usando un eccesso di 
oligonucleotidi non marcati (50X). I complessi sono stati risolti su un gel non denaturante 
5%, essiccati, ed esposti per autoradiografia. Le bande ottenute sono state quantizzate 
attraverso densitometria con PhosphorImager (Molecular Dynamics), sfruttando il 
software IMAGE QUANT per valutare la ratio di probe legata a GliZF vs la probe non 
legata. 
 
7.7 Luciferasi, proliferazione cellulare e saggio clonogenico su 
MB-SCs  
Il saggio di luciferasi è stato effettuato sulla linea cellulare murina NIH3T3 Shh-Light II 
trattate con l‟agonista SAG, oppure sulle linee HEK293T o MEFs trasfettate con il 
reporter luciferasico GliBS-Luc, pRL-TK Renilla (normalizzatore) e altri plasmidi, come 
indicato. I valori di luciferasi e renilla sono stati ottenuti tramite il kit dual-luciferase 
assay system (Biotium Inc). I risultati sono stati espressi come il rapporto tra i valori di 
luciferasi e i valori di renilla, e rappresentano la media di 3 esperimenti, ciascuno 
condotto in triplicato.  
La proliferazione cellulare è stata valutata mediante saggio di incorporazione di BrdU 
(Roche). In breve, dopo l‟incorporazione di BrdU, le cellule sono state fissate con 
paraformaldeide 4% e permeabilizzate con Triton X-100 0.2%; l‟incorporazione di BrdU 
è stata eseguita secondo le istruzioni della casa produttrice. I nuclei sono stati contro-
colorati mediante il reagente Hoechst. Infine sono stati contati 500 nuclei per punto 
sperimentale, e tra questi sono stati contati i nuclei positivi per la BrdU (ogni esperimento 
è stato condotto in triplicato).  
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La crescita cellulare è stata inoltre valutata attraverso una conta cellulare con trypan Blue, 
in seguito al trattamento per 24, 48 e 72 ore con il compound in esame. 
Per il saggio clonogenico, le cellule sono state piastrate a densità clonale (1–2 
cellule/mm2) in una piastra da 96 pozzetti, e coltivata in un terreno di selezione descritto 
in Po et al., 2010. 
 
7.8 Bodipy-Cyclopamine  
Le cellule HEK293T sono state trasfettate con i plasmidi codificanti per Smo-WT Flag o 
il mutante Smo-D477G Flag. In seguito le cellule sono state lavate con PBS 1X con 
aggiunta di FBS 0.5%, fissate in paraformaldeide 4% per 10 minuti, incubate per 2h a 
37°C con Bodipy-cyclopamine (5 nM) e la molecola in esame, e infine permeabilizzate 
con Triton x-100 0.2%. I nuclei sono stati contro-colorati mediante il reagente Hoechst. I 
risultati sono stati espressi in % di incorporazione di Bodipy+molecola rispetto alla 
bodipy da sola (Manetti et al., 2010). 
 
7.9 Western Blot  
Le cellule sono state lisate in un buffer di radioimmunoprecipitazione standard con 
aggiunta di inibitori delle proteasi (Roche). Il lisato è stato risolto tramite SDS-PAGE. Gli 
anticorpi Mouse anti-Gli1 e rabbit anti-Caspase3 sono stati acquistati dalla ditta Cell 
Signaling; gli anticorpi anti-rabbit PCNA e anti-rabbit Oct-4 sono stati acquistati dalla 
ditta Abcam; l‟anticorpo anti-Flag-HRP è stato acquistato dalla ditta Sigma Aldrich; gli 
anticorpi mouse anti-NMyc, rabbit anti-Cyclin D1, goat anti-Actin e gli anticorpi 
secondari coniugati con HRP sono stati acquistati dalla ditta Santa Cruz Biotechnology. 
Tutti gli anticorpi sono stati utilizzati a concentrazioni diverse e rivelati tramite 
chemiluminescenza (ECL, Amersham Pharmacia). 
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7.10 Immunoistochimica e saggio TUNEL  
Per I saggi di immunoistochimica, i campioni sono stati fissati con formalina 4% e inclusi 
in paraffina. Le sezioni sono state incubate con gli anticorpi rabbit polyclonal-Gli1 H300 
(1:200) (Santa Cruz Biotecnology), rabbit monoclonal-Ki67 (1:100) (Thermo Fisher 
Scientific) o  mouse monoclonal-Ki67 (1:200) (Leica Microsystems) diluiti in PBS. La 
rivelazione è stata effettuata tramite il kit “Mouse-to-Mouse HRP (DAB) staining 
system” (ScyTek Laboratories) secondo le istruzioni della casa produttrice. La morte 
cellulare su sezioni incluse in paraffina è stata effettuata tramite il kit “in situ cell death 
detection kit, POD” (Roche), mentre la morte cellulare su cellule Ptch1+/-  MB-SCs è stata 
valutata tramite il kit “in situ cell death detection kit, TMR red” (Roche). Entrambi i kit 
sono stati usati secondo le istruzioni della ditta produttrice. 
 
7.11 Iniezioni sottocutanee su modelli murini CD1 (P6)  
Topi CD1 di 6 giorni di vita post natale sono stati divisi in maniera casuale in due gruppi 
(n = 6) e trattati s.c. con il solvente da solo (2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin:ethanol, 3:1) 
o GlaB (100 μmol/Kg) per 2 giorni (le 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin sono state 
acquistate dalla ditta Sigma Aldrich). I cervelletti sono stati prelevati, e i livelli di mRNA 
valutati mediante qRT-PCR. Inoltre sono state prodotte delle sezioni istologiche e le 
dimensioni del campione sono state calcolate con il software Image Pro Plus 6.2. 
7.12 Allotrapianti  
Medulloblastoma spontanei derivanti da topi Ptch1
+/-
 sono stati isolati e disgregati al fine 
di ottenere una sospensione a singola cellula. Uno stesso volume della sospensione 
cellulare (2 X 10
6
) è stato iniettato s.c. nel fianco posteriore di topi nudi femmine 
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BALB/c (nu/nu) (Charles River Laboratories). Il tumore è cresciuto fino ad una 
dimensione media di 100 mm
3
. Gli animali sono stati divisi casualmente in due gruppi (n 
= 6) e trattati con solvente (2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin:ethanol, 3:1) o GlaB (75 
μmol/Kg) per 18 giorni.  
Un volume (2 X 10
6
) di cellule di carcinoma a cellule basali (BCC) ASZ001 è stata 
risospesa in  un egual volume di terreno di coltura 154CF e Matrigel (BD Biosciences), 
ed iniettate s.c. nel fianco posteriore di topi nudi femmine BALB/c (nu/nu) (Charles River 
Laboratories), come precedentemente descritto (Eberl et al., 2012). Il tumore è cresciuto 
fino ad una dimensione media di 200 mm
3
. Gli animali sono stati divisi casualmente in 
due gruppi (n = 6) e trattati con solvente (2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin:ethanol, 3:1) o 
GlaB (100 μmol/Kg) per 18 giorni. La crescita tumorale è stata monitorata mediante 
misurazioni effettuate con il caliper. Variazione nel volume del tumore sono state 
calcolate seconda la formula: lunghezza x larghezza x 0,5 X (lunghezza + larghezza) 
(Lauth et al., 2007).  
Tutti gli esperimenti condotti su cavie hanno ricevuto l‟approvazione del comitato etico 
preposto. 
 
7.13 Xenotrapianto ortotopico  
Topi adulti femmine NOD/SCID (Charles River Laboratories) sono stati anestetizzati 
mediante iniezione i.p. con un mix ketamina (10 mg/kg) e xylazina (100 mg/kg). La 
regione posteriore del cranio è stata rasata, e posizionata in uno strumento per stereotassi 
cerebrale. La linea cellulare di medulloblastoma umano Daoy è stata impiantata nel 
cervelletto (0.2 x10
6
/3 µl) alla velocità di infusione di 1µl/min utilizzando le seguenti 
coordinate estrapolate dall‟atlante di Franklin and Paxinos: 6.6 mm poteriori al bregma; 1 
mm laterali rispetto alla linea centrale; and 2 mm ventrali rispetto al cranio. Dopo 
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l‟iniezione, la cannula è stata lasciata in loco per 5 min per permettere la stabilizzazione 
della pressione intracranica. La ferita è stata suturata mediante dei punti metallici. 10 
giorni dopo l‟impianto del tumore, gli animali sono stati divisi casualmente in due gruppi 
(n = 6) e trattati mediante iniezioni i.p. con il solvente (2-hydroxypropyl-β-
cyclodextrin:ethanol, 3:1) o con GlaB (75 μmol/Kg) a giorni alterni. Dopo 25 giorni di 
trattamento gli animali sono stati sacrificati, perfusi in vivo. Cervello e cervelletto sono 
stati fissati in paraformaldeide 4% in un buffer fosfato 0.1M (pH 7.2) ed inclusi in 
paraffina. Per il calcolo del volume cerebrale sono state prodotte delle fettine coronali (2 
µm) a partire dal mesencefalo fino alla fine del cervelletto. L‟analisi è stata condotta su 
40 sezioni di 2 µm ottenute ogni 40 µm dal piano orizzontale del cervelletto, in cui il 
cervelletto è stato visualizzato ad un ingrandimento 2.5X. Su una sezione ogni 40 µm è 
stata effettuata una colorazione con H&E. L‟area tumorale di ogni sezione è stata valutata 
con il microscopio Axio Imager M1 microscope (Leica Microsystems GmbH) provvisto 
del software Image Pro Plus 6.2. La seguente formula è stata utilizzata per il calcolo del 
volume tumorale: Volume = somma dell‟area misurata per ogni sezione X spessore della 
sezione X frequenza di campionamento. 
Tutti gli esperimenti condotti su cavie hanno ricevuto l‟approvazione del comitato etico 
preposto. 
 
 
7.14 Analisi statistica.  
I risultati sono espressi come +/- la deviazione standard (DS) a partire da un numero 
appropriato di esperimenti. Le differenze statistiche sono state analizzate con il test 
Mann-Whitney U per valori non parametrici con il software StatView 4.1 (Abacus 
Concepts). Valori con un P<0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. 
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